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RESUMO 
Sistemas dispersos de fases cúbicas bicontínuas, denominados 
cubossomas, apresentam taxa de liberação de fármacos muito rápida se comparada 
às taxas das demais fases líquido-cristalinas. Logo, visando evitar maiores efeitos 
colaterais associados à liberação acelerada do fármaco incorporado ao sistema, é 
interessante que a fase cúbica bicontínua seja formada apenas no local de ação 
desejado. Nesta dissertação, foram propostos novos sistemas dispersos de fases 
líquido-cristalinas com capacidade de resposta a estímulos como a presença de 
lipases ou variação da concentração de íons H+, visando liberação sustentada de 
fármacos. A fase lipídica de tais sistemas foi constituída majoritariamente por 
fitantriol, composto que forma fases cúbicas bicontínuas reversas em regime diluído 
sob temperatura fisiológica e resiste à hidrólise causada por enzimas ou 
concentração de íons H+. Neste contexto, este trabalho exibiu as seguintes etapas: i) 
produção de cubossomas com estabilidade cinética adequada, ii) uso de aditivos 
cliváveis para transição de fase do sistema, convertendo fase cúbica bicontínua em 
outra fase de liberação mais lenta, iii) verificação da hidrólise dos aditivos pela ação 
de gatilhos, como enzimas e variação na concentração de íons H+ de modo a gerar 
nova transição para fase de liberação mais rápida e iv) correlação da estrutura de 
fase com a cinética de liberação da molécula modelo sal sódico de fluoresceína. 
Visando promover mudança de fase em relação ao sistema cúbico inicial, 
foram preparadas formulações baseadas na formulação original de fitantriol e 
Pluronic® F-127 como estabilizante, adicionando-se os surfactantes sulfossuccinato 
sódico de dioctila (AOT) e éster decílico do cloridrato de betaína (DBC) como 
aditivos. A escolha desses compostos foi pautada em sua biocompatibilidade e 
presença da ligação éster, a qual pode ser hidrolisada pelo uso dos gatilhos 
supracitados. Concentrações específicas de AOT e DBC foram capazes de 
promover transição do sistema de cubossoma para niossoma (dispersão de fase 
lamelar), de liberação mais lenta. Posteriormente, os estudos objetivaram nova 
mudança de fase mediante hidrólise dos aditivos através de gatilhos químico (pH: 
3,9 a 8,5) e bioquímico (lipases de Candida antarctica e Rhizomucor miehei). A 
síntese de um pró-fármaco (fármaco administrado em forma inativa, sendo ativado 
apenas após biotransformação), éster decílico de indometacina, foi realizada e o 
 
 
mesmo foi incorporado aos sistemas dispersos com o objetivo de avaliar a resposta 
à presença dos gatilhos.  
Foi verificado que os sistemas contendo AOT são sensíveis ao meio 
alcalino, o qual levou à formação de mistura de fases, hexagonal reversa e cúbica 
micelar reversa. Os sistemas com DBC, por sua vez, se mostraram sensíveis aos 
meios neutros e alcalinos, formando fase hexagonal reversa. Por fim, os sistemas 
contendo o pró-fármaco não sofreram modificações em resposta à concentração de 
íons H+. No que concerne à ação das enzimas sobre os aditivos, mudanças de fase 
não foram detectadas. A última etapa do trabalho consistiu em correlacionar o perfil 
cinético de liberação de sal sódico de fluoresceína a partir de nanopartículas com 
diferentes estruturas de fase. A formulação contendo DBC foi a mais promissora, 
apresentando potencial como plataforma para liberação sustentada de fármacos em 
compartimentos neutros/alcalinos do organismo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palavras-chave: Nanocarreadores de fármacos; Fases líquido-cristalinas; pH; 
Enzimas; Sistemas de liberação de medicamentos. 
 
 
ABSTRACT 
Dispersed systems of bicontinuous cubic phases, called cubosomes, 
display a faster of drug release rate than those generated by other liquid-crystalline 
phases. Therefore, in order to avoid greater side effects associated with the 
accelerated release of the drug incorporated into the system, it is required that the 
bicontinuous cubic phase be formed only at the desired site of action. In this 
dissertation, dispersed systems of liquid-crystalline phases were studied for the 
sustained release of drugs with responsiveness to stimulus such as presence of 
lipases or changes in the concentration of ions H+. These systems were contained 
phytantriol, compound capable of forming reverse bicontinuous cubic phases in 
diluted solutions at physiological temperature and resists the hydrolysis caused by 
enzymes or concentration of ions H+. In this respect, this work presented the 
following steps: i) production of cubosomes with adequate kinetic stability, ii) 
application of cleavable additives for phase transition of the system, converting the 
cubosomes into a slow releasing phase, iii) hydrolysis of the additives by the action 
of enzymes and changes in the concentration of ions H+ to generate a new transition 
to a fast releasing phase, and iv) correlation of the phase transitions with the release 
kinetics of the model molecule sodium salt of fluorescein. 
In order to promote phase change over the initial cubic system, 
formulations based on the original formulation of phytantriol and Pluronic® F-127 as 
stabilizer were prepared by adding the dioctyl sulfosuccinate sodium salt (AOT) and 
decyl betainate chloride (DBC). The use of these compounds was based on their 
biocompatibility and the presence of ester bonds that may be hydrolyzed by the use 
of the aforementioned triggers. Specific concentrations of AOT and DBC were able to 
promote the cubosome-to-niosome (lamellar phase dispersion) transition, producing 
a slow releasing system. Subsequently, the studies were directed towards new 
transition to a fast releasing phase through the hydrolysis of the additives mediated 
by chemical (pH: 3,9 to 8,5) and biochemical (enzymes of Candida antarctica e 
Rhizomucor miehei) triggers. The synthesis of the prodrug (drug administered in 
inactive mode, which is activated only after biotransformation), indomethacin decyl 
ester, for incorporation into the dispersed systems was also proposed in order to 
evaluate the responsiveness caused by the prodrug as an additive.  
 
 
We verified that the systems with AOT were sensitive to alkaline medium 
leading to the formation of a mixture of reverse hexagonal and reverse micellar cubic 
phases. DBC systems were sensitive to neutral and alkaline media, forming reverse 
hexagonal phase. Finally, the systems containing the prodrug were not modified in 
response to the concentration of ions H+. With regards to the action of the enzymes 
on the additives, phase changes were not detected when the enzyme was added to 
the formulations. The last step of the project was to correlate the kinetic profile of 
sodium salt release of fluorescein from nanoparticles with different phase structures. 
The formulation containing DBC was the most promising, presenting potential as 
platform for sustained release of drugs in neutral/alkaline compartments of the 
organism. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Drug nanocarriers; Liquid-crystalline phases; pH; Enzymes; Drug 
delivery systems. 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1 MOLÉCULAS ANFIFÍLICAS E FASES LÍQUIDO-CRISTALINAS 
Moléculas anfifílicas se caracterizam por apresentarem duas regiões: uma 
liofílica, a qual possui afinidade pelo solvente, e outra liofóbica, caracterizada por 
não apresentar afinidade pelo mesmo.1 Quando se utiliza a água como solvente, 
essas duas regiões, as quais encontram-se representadas na Figura 1a, são 
denominadas hidrofílicas e hidrofóbicas, respectivamente. Sistemas anfifílicos 
apresentam a propriedade de formar agregados em solução, os quais podem 
assumir geometrias diferentes, sendo o parâmetro de empacotamento crítico (Critical 
Packing Parameter, CPP) da molécula um indicativo do formato desses agregados, 
como pode ser verificado na Figura 1b.2  
  
 
 
Figura 1: (a) Representação de molécula anfifílica e (b) faixas de parâmetro de 
empacotamento crítico (CPP) de moléculas anfifílicas, respectivas representações 
das estruturas químicas e curvaturas dos agregados. Imagem adaptada da 
referência 2. 
 
 
Grupo  
Hidrofílico 
(a) (b) 
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O CPP, expresso matematicamente pela Equação 1, correlaciona 
características estruturais da molécula, tais como volume da cauda carbônica do 
composto anfifílico (v) e o comprimento da parte hidrofóbica (l), com a área do grupo 
polar (A).3 Logo, a estrutura do agregado depende da natureza do composto 
anfifílico. Cabe salientar que outros fatores, como natureza do solvente, 
concentração do composto anfifílico e demais aditivos incorporados à mistura 
também influenciam na estrutura do agregado.4,5 
 
CPP =
𝑣
𝐴∙𝑙
  (Equação 1) 
 
Determinados compostos anfifílicos, na presença de solvente, podem 
associar-se como estruturas complexas, apresentando ordem orientacional de longo 
alcance. Estas estruturas constituem fases intermediárias (mesofases) entre os 
estados sólido cristalino e líquido isotrópico. Tais sistemas são denominados cristais 
líquidos liotrópicos, nos quais as induções de transição de fase são dadas por 
mudanças na concentração de soluto em determinada temperatura.6–8 Dentre as 
principais fases líquido-cristalinas, podemos destacar as fases hexagonais, a fase 
lamelar e as fases cúbicas. 
 
1.1.1. Fases hexagonais 
As fases hexagonais são constituídas por arranjos ordenados de micelas 
cilíndricas. Quando os grupos polares dos compostos anfifílicos se encontram 
voltados para a parte externa da estrutura têm-se a fase hexagonal normal. Por 
outro lado, quando os grupos polares estão voltados para o interior dos cilindros, 
obtém-se o arranjo hexagonal reverso.1,6,7,9 Na Figura 2 é possível verificar uma 
ilustração da fase hexagonal do tipo normal e reversa.  
Fases hexagonais têm sido muito investigadas devido à sua habilidade 
em promover aumento na penetração de fármacos.10  Tal fato foi comprovado por 
Lopes e colaboradores,10,11 os quais observaram que a vitamina K, incorporada em 
fases hexagonais reversas constituídas de monoleína/água, penetrou na pele de 2 a 
3,7 vezes mais do que sua forma livre (ou seja, não incorporada). Mais 
recentemente, Liang e colaboradores12 desenvolveram um sistema hexagonal 
reverso, composto por fitantriol/salicilato de metila/água, no qual verificou-se 
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aumento da penetração de salicilato de metila (utilizado em dores musculares e 
articulares) na pele em até 2,6 vezes em relação aos cremes comerciais. Além de 
possibilitar aumento na penetração de fármacos, a fase hexagonal também permite 
liberação sustentada e lenta dos ativos. Negrini e Mezzenga13 desenvolveram uma 
plataforma para liberação de fármacos, composta por monoleína e ácido linoleico, 
em que nas condições ácidas do estômago (pH aproximadamente igual a 2,0) foi 
verificada a formação de fase hexagonal reversa e, em condições neutras (pH 7,0) 
observou-se formação de fase cúbica bicontínua. Estudos de liberação do fármaco 
floroglucinol, utilizado para tratamento de dores espasmódicas e desordens 
gastrointestinais, revelaram que a cinética de liberação a partir da fase hexagonal foi 
quatro vezes menor em relação àquela a partir de fase cúbica bicontínua.  
 
        
 
Figura 2: Representação esquemática da estrutura de fase líquido-cristalina (a) 
hexagonal normal e (b) hexagonal reversa. Imagem adaptada da referência 14. 
 
1.1.2. Fase lamelar 
A fase lamelar é formada por bicamadas planas e paralelas do composto 
anfifílico, separadas por camadas de solvente. A distância entre as bicamadas pode 
variar de acordo com mudanças na composição do sistema. Por exemplo, fases 
lamelares diluídas em água apresentam aumento da espessura da camada aquosa, 
levando a um aumento na distância entre as bicamadas que a compõem. Da mesma 
forma, a adição de um terceiro componente, como um sal, uma molécula neutra ou 
solvente hidrofóbico pode acarretar mudança da distância entre as bicamadas 
devido a alterações nas interações eletrostáticas ou intermoleculares.7 Na Figura 3 
é possível observar a ilustração da fase lamelar. 
Fases lamelares são muito estudadas para aplicações dérmicas, pois 
apresentam similaridade com a porção lipídica intercelular desse tipo de tecido.15 
(a) (b) 
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Chorilli e colaboradores16 desenvolveram sistemas de fases lamelares compostos 
por siloxano de poliéter/copolímero de silício em glicol/água  com incorporação de 
palmitato de retinol (vitamina A). Nesse estudo, os autores verificaram que tais 
sistemas proporcionaram redução significativa das rugas orbiculares em voluntários 
humanos. Gosenca e colaboradores15 produziram sistemas de fase lamelar 
explorando o diagrama de fases da mistura polissorbato 80/lecitina/miristato de 
isopropila/água e incorporaram às lamelas o composto pamitato de ascorbila 
(antioxidante). Após ensaios em cultura celular, os autores verificaram que o sistema 
se tratava de uma plataforma potencial para liberação de compostos de interesse 
biomédico na derme.  
 
 
 
Figura 3: Representação esquemática da estrutura de fase líquido-cristalina lamelar. 
Imagem adaptada da referência 14. 
 
1.1.3. Fases cúbicas 
As fases cúbicas são divididas em dois tipos: micelares e bicontínuas. As 
fases cúbicas micelares são caracterizadas por apresentar um arranjo de micelas 
esféricas dispostas em uma cela unitária cúbica, como ocorre por exemplo nas 
simetrias do tipo Pm3n e Fd3m. Quando os grupos polares das moléculas anfifílicas 
estão voltados para a parte externa da estrutura, as fases são denominadas cúbicas 
normais, porém, quando os grupos hidrofílicos estão direcionados para o interior da 
estrutura, as fases são classificadas como cúbicas reversas. Por sua vez, as fases 
cúbicas bicontínuas são constituídas por uma bicamada altamente torcida. Nas 
fases reversas, isso resulta na formação de dois canais de água não 
interconectados. Tais fases bicontínuas podem apresentar três tipos de simetrias, 
Ia3d, Pn3m e Im3m, as quais apresentam diferentes tamanhos de canais aquosos.1,5 
Na Figura 4 encontram-se representadas as fases cúbicas micelares e bicontínuas. 
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Figura 4: Representação esquemática das estruturas de fases líquido-cristalinas (a) 
cúbica micelar com simetria Pm3n normal e reversa e (b) cúbicas bicontínuas 
reversas com simetrias Ia3d, Pn3m e Im3m. Imagens reproduzidas da referência 5. 
 
As fases cúbicas bicontínuas reversas apresentam uma série de 
potenciais aplicações devido à sua estabilidade termodinâmica em regime diluído, 
sua habilidade em incorporar vasta gama de peptídeos e proteínas, bem como sua 
capacidade em promover aumento da penetração de fármacos em tecidos.17 Luo e 
colaboradores18 desenvolveram um sistema de fase cúbica bicontínua com 
monoleína/água e incorporaram paeonol (medicamento para dor, anticoagulante e 
antibiótico), o qual proporcionou aumento da penetração do fármaco na pele em 
comparação com o fármaco livre. Qin e colaboradores19 propuseram a formação de 
uma fase cúbica bicontínua utilizando o sistema fitantriol/água para incorporação do 
fármaco hidroxi-camptotecina (utilizado para o tratamento do câncer de fígado). Os 
autores do estudo verificaram que esse sistema se mostrou eficiente e biocompatível 
em testes realizados in vitro, sendo uma plataforma interessante para estudos in 
vivo.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 
 
 
 Pn3m Ia3d Im3m 
(a) 
(b) 
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1.2. Métodos de preparação de dispersões aquosas de fases líquido-
cristalinas reversas 
As fases líquido-cristalinas possuem alta viscosidade, o que dificulta sua 
utilização, por exemplo, pela via intravenosa. Uma alternativa eficaz para solucionar 
esse problema consiste em dispersar as fases líquido-cristalinas em meio aquoso 
até a escala coloidal. Nesse processo, as partículas retêm a estrutura interna da 
fase líquido-cristalina de origem. Fases cúbicas bicontínuas reversas, quando 
dispersas, formam cubossomas. As fases hexagonais por sua vez, formam os 
hexossomas e as fases lamelares, quando dispersas, formam os lipossomas (se o 
principal constituinte da fase líquido-cristalina for um fosfolipídeo) ou niossomas (se 
principal constituinte da fase líquido-cristalina for um composto não-iônico).20–23 Para 
as nanopartículas serem formadas é necessário o uso de um estabilizante. Dentre 
os estabilizantes mais comuns destacam-se os copolímeros em bloco não-iônicos. 
Os principais critérios para escolha de um bom estabilizante são (i) a habilidade em 
contribuir para a formação de nanopartículas com baixa polidispersidade; (ii) ser 
efetivo em baixas concentrações; (iii) proporcionar estabilidade às nanopartículas 
por longos períodos e (iv) não interferir na integridade da estrutura interna líquido-
cristalina das nanopartículas.24  
Pluronics são uma classe comercialmente disponível de copolímeros 
tribloco de poli(óxido de etileno)-poli(óxido de propileno)-poli(óxido de etileno), sendo 
o Pluronic® F-127 o mais utilizado como estabilizante de nanopartículas de cristais 
líquidos liotrópicos. O Pluronic® F-127 possui grande aplicação na área 
farmacêutica e em produtos de higiene pessoal em função de sua 
biocompatibilidade. Gustafsson e colaboradores25 demonstraram que a estabilização 
ocorre pela adsorção das porções hidrofóbicas de poli(óxido de propileno) do 
Pluronic® F-127 na superfície externa das partículas líquido-cristalinas dispersas, de 
forma a protegê-las do contato com o meio externo.26 O estabilizante Pluronic® F-
127 encontra-se representado na Figura 5a. Mais recentemente, Shai e 
colaboradores27 estudaram a habilidade da 1,2-distearoil-glicero-3-fosfoetanolamina 
conjugada com polietilenoglicol (PEG) em atuar como estabilizante em dispersões 
de fases líquido-cristalinas de fitantriol. Os autores utilizaram PEG de 2000 a 5000 
Da e verificaram que todos foram eficientes como estabilizantes, porém o PEG 5000 
apresentou menor toxidade em relação aos demais e também em relação ao 
Pluronic® F-127. Tal fato pode ser explicado pelo PEG 5000 recobrir a superfície 
27 
 
 
das nanopartículas de forma mais eficiente. A estrutura do PEG encontra-se 
representada na Figura 5b. 
 
 
  
HO
O
O
O
OH
98 67 98
                          
H
O
OH
n  
 
Figura 5: Estruturas químicas do (a) Pluronic® F-127 e do (b) polietilenoglicol. 
 
Há duas estratégias principais para preparação de dispersões de fases 
líquido-cristalinas: top-down e bottom-up. Métodos que se baseiam nessas 
estratégias são discutidos em maiores detalhes a seguir. 
 
1.2.1. Obtenção de nanopartículas por estratégia top-down 
Métodos top-down envolvem empregar amostras massivas como material 
de partida e reduzir seu tamanho até a escala nanométrica em processos que 
demandam energia. No contexto de dispersões líquido-cristalinas, pode-se citar o 
método de alto-cisalhamento e o método baseado em cavitação como exemplos 
dessa estratégia.    
O método de alto cisalhamento foi descrito pela primeira vez por Ljusberg-
Wahren e colaboradores28 e envolve a utilização de um equipamento de agitação do 
tipo estator-rotor para efetuar o cisalhamento. Nesse método, as partículas obtidas 
apresentam tamanho inferior a 200 nm e baixa polidispersidade. No entanto, devido 
à necessidade de muita energia para realização do processo, há aquecimento da 
formulação, inviabilizando a incorporação de compostos sensíveis à temperatura.21 
Somando a esse procedimento, Salentinig e colaboradores29 demonstraram que a 
partir de um aparato de cisalhamento baseado em uma célula de Couette, foi 
possível obter partículas coloidais de tamanho controlado em concentrações altas de 
fase hidrofóbica.  
Dispersões de nanopartículas a partir de amostras massivas de cristal 
líquido e fase aquosa contendo estabilizante também podem ser obtidas por 
equipamento de ultrassom de alta intensidade. A sonicação do líquido resulta na 
propagação de ondas mecânicas que alternam ciclos de alta pressão (compressão) 
(a) (b) 
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e baixa pressão (rarefação) no meio. Durante o ciclo de baixa pressão, há a criação 
de espaços vazios no líquido. Quando esses espaços vazios atingem um volume 
crítico, colapsam violentamente no ciclo de alta pressão. Esse fenômeno é 
conhecido como cavitação.30 
 
1.2.2. Obtenção de nanopartículas por estratégia bottom-up 
A estratégia bottom-up consiste na formação de nanopartículas a partir da 
autoassociação de moléculas em solução, sendo primeiramente utilizada por Spicer 
e colaboradores para preparação de nanopartículas líquido-cristalinas.31,32 Nesse 
caso, os lipídios utilizados são dissolvidos em um hidrótropo, na maioria dos casos o 
etanol, e posteriormente é realizada a adição do mesmo em água de forma 
progressiva, resultando na precipitação de nanopartículas. Este método é 
denominado deslocamento de solvente (solvent displacement). Outros solventes, 
como propilenoglicol e polietilenoglicol, também podem ser utilizados como 
hidrótropos.17,33 Para explicar a formação das nanopartículas pelo método de 
deslocamento de solvente, Ganachaud e Katz34 utilizaram o conceito de Efeito Ouzo, 
no qual a mistura de água (que pode conter estabilizante) e um solvente totalmente 
miscível em água (hidrótropo) contendo óleo resulta, sob certas circunstâncias, na 
formação espontânea de gotas nanométricas. Apesar do método de deslocamento 
de solvente não necessitar de alta energia, o que permite incorporação de 
compostos termossensíveis, leva à formação de partículas de tamanho heterogêneo 
e envolve a possibilidade da permanência de hidrótropo na formulação final, o que 
pode ser inaceitável para aplicações médicas.35 
 
1.3. Técnicas de caracterização de dispersões aquosas de fases 
líquido-cristalinas reversas 
A caracterização das dispersões aquosas de fases líquido-cristalinas 
centra-se principalmente na determinação da estrutura de fase, diâmetro médio e 
polidispersidade. As principais técnicas utilizadas para caracterizar tais sistemas são 
espalhamento de raios X a baixos ângulos (small angle X-ray scattering, SAXS), 
criomicroscopia eletrônica de transmissão (cryogenic transmission electron 
microscopy, cryo-TEM) e espalhamento dinâmico de luz (dynamic light scattering, 
DLS). A seguir, são apresentados alguns aspectos importantes relacionados a essas 
técnicas. 
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1.3.1. Estrutura de fase  
A técnica de SAXS é a mais utilizada para identificar a fase de estruturas 
líquido-cristalinas de nanopartículas.36 Pela utilização da mesma, é possível obter 
curvas de intensidade de espalhamento (I) em função do vetor de espalhamento q 
(nm-1), o qual é definido como a diferença entre os vetores de onda da radiação 
espalhada (k’) e da incidente (k), conforme Equação 2:37  
 
|?⃗?| = |𝑘´⃗⃗⃗⃗ − ?⃗⃗?| =
4∙𝜋∙sen 𝜃
𝜆
   (Equação 2) 
 
sendo λ o comprimento de onda da radiação e 2θ o ângulo entre os vetores k´ e k. 
A partir da indexação dos picos de difração na curva de SAXS, é possível 
determinar a estrutura da fase líquido-cristalina. Por exemplo, quando a indexação 
dos picos segue o padrão 1: √3: 2, é atribuída a formação de fase hexagonal (HI/II). 
Por outro lado, quando a relação é de √2: √3: 2: √6: √8: 3 atribui-se a formação de 
fase cúbica bicontínua do tipo Pn3m, como é possível observar na Tabela 1.36 Na 
Figura 6 verificam-se os picos de difração para as fases hexagonal e cúbica 
bicontínua. 
 
Tabela 1. Posição relativa dos picos de difração de fases tipicamente apresentadas 
por cristais líquidos liotrópicos e índices de Miller (h k l) correspondentes. 
Estrutura 
de Fase 
1 √2 √3 2 √6 √7 √8 3 
Pn3m - (110) (111) (200) (211) - (220) (221) 
Im3m - (110) - (200) (211) - (220) - 
Ia3d - - - - (211) - (220) - 
L(lamelar) (100) - - (200) - - - (300) 
HI/II (10) - (11) (20) - (21) - (30) 
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Figura 6: Picos de difração para as fases líquido-cristalinas (a) hexagonal reversa e 
(b) cúbica bicontínua reversa com simetria Pn3m. Imagens adaptadas da referência 
17. 
 
A técnica de SAXS tem sido extensivamente empregada para estudo de 
transições de fases em dispersões de fases líquido-cristalinas, seja devido à adição 
de concentrações variadas de ativos ou por alteração de pH e temperatura.17,38 Phan 
e colaboradores,39 por exemplo, utilizaram SAXS para verificar as transições de fase 
no sistema monoleína/água após adição de concentrações variadas de hexadecano. 
Observou-se que, à medida que a concentração de hexadecano foi aumentada, o 
sistema passou de fase cúbica bicotínua à micelar reversa, o que permitiu 
desenvolver uma plataforma variada com potencial para liberação sustentada de 
fármacos. 
A técnica de cryo-TEM vem sendo utilizada para complementar os 
resultados obtidos por SAXS. Ela é empregada para fornecer informações sobre a 
forma e os defeitos das partículas formadas por meio da dispersão de fases líquido-
cristalinas.40 Gustafsson e colaboradores25 foram os primeiros a caracterizar 
morfologicamente os cubossomas utilizando cryo-TEM. Os autores conseguiram 
identificar uma periodicidade interna consistente com as medidas de espaçamento 
obtidas a partir de medidas de SAXS.  
 
1.3.2. Diâmetro médio e distribuição de tamanho de partículas 
DLS41 (ou espectroscopia de correlação de fótons) é uma técnica que 
permite determinar o perfil de distribuição de diâmetro hidrodinâmico de partículas 
coloidais suspensas em um fluido. Tais partículas apresentam movimento aleatório, 
denominado movimento Browniano, como consequência de colisões com os átomos 
  
(a) (b) 
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ou moléculas que constituem o meio fluido. A interação dessas partículas com um 
feixe de luz laser incidente resulta em espalhamento quasi-elástico da luz em todas 
as direções. Mesmo que se utilize fonte de luz coerente, como o laser, ocorrem 
flutuações na intensidade de espalhamento ao longo do tempo, em determinado 
ângulo, devido ao movimento Browniano das partículas espalhantes. Essa variação 
no padrão temporal da luz espalhada resulta em uma função de autocorrelação 
temporal. A partir dessa função, é possível obter o coeficiente de difusão 
translacional das partículas. Este parâmetro está relacionado ao raio hidrodinâmico 
das partículas em regime de diluição infinita, conforme descrito pela relação de 
Stokes-Einstein, como pode ser verificado na Equação 3, a qual assume que as 
partículas espalhantes são esféricas: 
 
𝐷 =
𝑘𝐵𝑇
6𝜋𝜂𝑟
   (Equação 3) 
sendo que D (m2 s-1) é o coeficiente de difusão translacional, r (m) é o raio 
hidrodinâmico relacionado ao objeto espalhante esférico, kB (J K-1) é a constante de  
Boltzmann, T (K) é a temperatura e η (kg m-1 s-1) é a viscosidade do solvente.  
O tratamento matemático da função de autocorrelação temporal, com o 
objetivo de acessar o valor de D, é tipicamente feito pelo método dos cumulantes, 
pela aplicação do algoritmo CONTIN (uma transformada de Laplace inversa) ou pelo 
método da entropia máxima. 
Muitos trabalhos na literatura utilizam o equipamento Malvern Zetasizer 
para realização da medida de tamanho e polidispersidade de cubossomas, 
niossomas, hexossomas, dentre outros.42–44 Esse equipamento possui software que 
fornece como resposta final o diâmetro hidrodinâmico por intensidade, por volume, 
por número (CONTIN), bem como o diâmetro médio (Z-average) e o índice de 
polidispersidade (ambos obtidos pelo método dos cumulantes). Os diâmetros por 
volume e número são calculados pelo software a partir do diâmetro por 
intensidade.41  Boyd,44 por exemplo, utilizou o equipamento para caracterização, 
quanto a tamanho e polidispersidade, de cubossomas contendo fármacos diversos 
(griseofulvina, diazepam, propofol e rifampicina) incorporados em seus canais. 
Nesse estudo ele verificou que independentemente do fármaco utilizado, o valor de 
polidispersidade máximo era de 0,1, indicando que se tratavam de partículas de 
baixa polidispersidade com tamanhos na faixa de 140 a 230 nm. 
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1.4 Fases líquido-cristalinas como sistemas de liberação de fármacos 
Certas fases reversas, como a hexagonal e as cúbicas bicontínuas, são 
de particular interesse para aplicação biomédica pelo fato de que sua estrutura se 
mantém preservada em regime diluído, o qual é característico do ambiente 
fisiológico do corpo humano.4,17,45 O composto mais utilizado para, sob condições 
fisiológicas, formar dispersões de fases hexagonais ou cúbicas bicontínuas reversas 
para aplicação biomédica é a monoleína (monooleato de glicerila),17,33 representada 
na Figura 7a. Esta molécula apresenta biocompatibilidade e biodegradabilidade e, 
quando autoassociada na forma de fases não-lamelares reversas, possui 
propriedades de bioadesão.46 Entretanto, a presença do grupo éster em sua 
estrutura química limita a utilização da mesma pela via oral, a qual é considerada 
vantajosa por ser pouco invasiva em comparação com outras vias. Isto pode ser 
explicado pela presença de enzimas digestivas no organismo, como as lipases, que 
catalisam a clivagem de ligações éster. Como consequência, ocorre modificação da 
estrutura de fase previamente formada e desintegração da nanopartícula, o que 
acarreta em uma liberação não sustentada do fármaco no organismo.47,48 
Uma alternativa à monoleína é o fitantriol (3,7,11,15-tetrametil-
hexadecantriol),49 que não apresenta grupo éster, como pode ser verificado na 
Figura 7b, sendo resistente a enzimas hidrolíticas.4,47,48 O fitantriol, tal qual a 
monoleína, também é capaz de formar fases cúbicas bicontínuas reversas em 
regime diluído sob temperatura fisiológica.33 Portanto, sistemas compostos por 
fitantriol são promissores para administração pela via oral. O diagrama de fase49 
para o fitantriol encontra-se representado na Figura 8. 
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Figura 7: Estruturas químicas (a) da monoleína (grupo éster destacado) e (b) do 
fitantriol. 
(a) 
(b) 
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Figura 8: Diagrama de fase fitantriol/água, sendo L2 = micelar reversa, L = lamelar, 
HII = hexagonal reversa, Q224 = cúbica bicontínua reversa Pn3m e Q230 = cúbica 
bicontínua reversa Ia3d. Imagem adaptada da referência 49. 
 
Há relatos que apontam liberação de fármaco muito mais rápida a partir 
de fases cúbicas bicontínuas reversas que de outras fases, como a hexagonal 
reversa.17,20,39 Tomando como exemplo um fármaco hidrofílico, a difusão a partir de 
fases cúbicas bicontínuas é facilitada pelos canais aquosos contínuos ao longo de 
toda a sua estrutura. Por sua vez, na fase hexagonal, a liberação é retardada pela 
necessidade do fármaco cruzar as bicamadas hidrofóbicas, pois os canais não são 
contínuos ao longo de toda a estrutura.39 Nesse sentido, o controle da estrutura de 
fase em resposta a estímulos externos (gatilhos) poderia levar a uma nova classe de 
dispositivos inteligentes capazes de liberar fármacos sob demanda. Esse controle 
poderia ser induzido pela incorporação de aditivos aos sistemas líquido-cristalinos. 
Dong e colaboradores20 observaram que transições de fases cúbicas bicontínuas 
para hexagonais reversas em sistemas constituídos por fitantriol ocorreram em 
temperaturas de aproximadamente 65°C. Entretanto, a presença de apenas 5,0% 
(m/m) de acetato de tocoferol na estrutura foi capaz de reduzir a temperatura de 
transição de fase para 37°C. Dessa forma, os autores propuseram o emprego de 
temperatura como gatilho para liberação de fármacos a partir destes sistemas. Em 
um estudo anterior, Kossena e colaboradores50 verificaram taxas de liberação 
diferentes para o fármaco hidrofóbico cinarizina (medicamento para distúrbios 
circulatórios cerebrais) incorporado em sistemas de ácido láurico/monolaurina/água 
apenas pela variação da temperatura. Propostas semelhantes vêm sendo 
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amplamente desenvolvidas para tratamento de doenças como o câncer, 
caracterizado pelo aumento da temperatura no local em que as células doentes 
estão instaladas.51  
Além da temperatura, outros gatilhos podem ser propostos conforme as 
características do ambiente fisiológico afetado. Ambientes ácidos, por exemplo, são 
tipicamente encontrados em tecidos tumorais e inflamações52,53 e muitos esforços 
vêm sendo dedicados no sentido de desenvolver sistemas capazes de responder a 
altas concentrações de íons H+.17 Negrini e colaboradores54 desenvolveram um 
sistema monoleína/linoleato de piridinilmetila/água capaz de formar fase cúbica 
bicontínua em ambientes ácidos e fase hexagonal reversa em ambientes neutros. O 
fármaco doxorrubicina (medicamento para tratamento do câncer) incorporado ao 
cristal líquido, apresentou liberação rápida em ambientes ácidos e liberação lenta 
em ambientes neutros. Logo, esse sistema se mostrou muito interessante para 
liberação controlada pela concentração de íons H+. No outro extremo, condições 
levemente alcalinas são encontradas apenas em determinados compartimentos do 
organismo, tais como o pâncreas e o intestino. Apesar do alto interesse dessas 
regiões para liberação sustentada, sistemas para condições mais alcalinas são 
menos explorados na literatura. Cristais líquidos responsivos a ambientes alcalinos 
poderiam ser administrados por via oral (resistindo à acidez estomacal) visando, por 
exemplo, liberação apenas nas regiões distais do intestino.17 Bisset e 
colaboradores55 desenvolveram um sistema contendo fitantriol/ácido oleico/estearato 
de sacarose/água e verificaram que em ambientes ácidos havia formação de fase 
hexagonal reversa. Porém, em ambientes levemente alcalinos (por exemplo, pH = 
7,4), houve transição de fase para cúbica bicontínua reversa. Dessa forma, os 
autores verificaram que esse seria um sistema interessante por potencialmente 
resistir à acidez do estômago, com liberação de fármacos em meios levemente 
alcalinos. 
Gatilhos bioquímicos, como enzimas, podem ser bastante promissores, 
em particular para liberação sustentada em regiões onde mudanças de temperatura 
e da concentração de íons H+ não sejam gatilhos viáveis. Dentre esses, destacam-
se as enzimas com atividade de hidrolases, capazes de clivar ligações éster.56,57 
Esse tipo de gatilho já vem sendo utilizado largamente em química medicinal, a 
partir do conceito de pró-fármaco. Este se caracteriza por ser um composto que, 
após administrado, é metabolizado em uma molécula bioativa.58 No entanto, 
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propostas envolvendo lipases como gatilhos para induzir transição de fase em 
nanopartículas compostas por monoleína ou fitantriol ainda são pouco exploradas. 
Relatos prévios demonstraram que sistemas de monoleína e água sofrem transições 
de fase por conta da sua clivagem a ácido oleico e glicerol, promovida pela lipase de 
Thermomyces lanuginosa, até culminar na desintegração dos sistemas.59,60 Essa 
clivagem induz liberação mais rápida do fármaco do que aquela que ocorreria sem a 
presença da enzima.60 Nesse sentido, combinar a ideia de pró-fármaco com a 
estratégia de responsividade de sistemas líquido-cristalinos às lipases é uma 
proposta nova e altamente promissora no que concerne à redução de efeitos 
adversos causados por tratamentos medicamentosos e aumento da sua eficácia 
terapêutica.  
 
1.4.1. Liberação in vitro: métodos experimentais 
Para determinação do perfil de liberação de fármacos a partir de 
nanopartículas lipídicas podem ser utilizados métodos variados: separação por 
filtração e centrifugação, diálise reversa, diálise direta e ultrafiltração à baixa 
pressão.61 
O método de difusão em saco de diálise foi o procedimento empregado 
para realização deste trabalho. Neste método, certo volume da formulação é 
adicionado a saco de diálise, o qual é posteriormente fechado e mergulhado em um 
grande volume de meio externo a fim de que a liberação seja realizada sob condição 
sink.62 A condição sink é definida como o volume de meio externo no mínimo três 
vezes maior que o necessário para obter uma solução saturada do fármaco, de 
modo que o gradiente de concentração seja mantido ao longo de todo o 
experimento, visando não interferir na velocidade de dissolução do fármaco.63 Todo 
o sistema é mantido a 37°C sob agitação contínua. Na maioria das vezes, a solução 
presente no compartimento receptor é a água, embora meios mais complexos que 
simulem compartimentos biológicos também possam ser utilizados.  Alíquotas são 
retiradas do meio externo em intervalos de tempo pré-determinados e analisadas 
segundo a técnica analítica apropriada. A técnica de difusão em saco de diálise é 
muito utilizada no estudo de liberação de fármacos a partir de nanopartículas obtidas 
pela dispersão de fases líquido-cristalinas.19,64,65 Yang e colaboradores66 utilizaram a 
técnica para avaliar a liberação do fármaco anfotericina B (antifúngico) a partir de 
cubossomas constituídos por fitantriol. Recentemente, Nazaruk e colaboradores53 
36 
 
 
também utilizaram a diálise para avaliar a liberação do fármaco doxorrubicina a partir 
de cubossomas constituídos de monoleína.  Em ambos os casos, a utilização de 
cubossomas foi pautada na ideia de incorporar os fármacos, para que os mesmos 
fossem sustentadamente liberados nas células doentes, diminuindo a toxidade em 
células sadias. 
 
1.4.2. Surfactantes como aditivos 
Surfactantes são moléculas anfifílicas que se autoassociam em solução, 
como já descrito no item 1.1. Além de se autoassociarem, atuam diminuindo a 
tensão superficial e interfacial dos solventes no qual estão solubilizados. Tais 
moléculas podem ser divididas em quatro grupos, de acordo com a natureza de sua 
parte hidrofílica:1 
*catiônicos: quando a parte hidrofílica é formada por um grupo ou átomo 
carregado positivamente; 
*aniônicos: quando a parte hidrofílica apresenta carga negativa; 
*zwitteriônicos: quando a parte hidrofílica apresenta grupos com carga 
positiva e negativa; 
*não-iônicos: quando a parte hidrofílica não apresenta carga em sua 
estrutura.  
Muitos trabalhos na literatura descrevem a utilização de surfactantes 
como terceiro componente em nanopartículas líquido-cristalinas de fitantriol/água e 
monoleína/água. Com a adição de tais moléculas, é possível obter fases líquido-
cristalinas variadas, fato que pode ser justificado pela mudança que os surfactantes 
promovem na curvatura do agregado, alterando os valores aparentes de CPP.38 
Ademais, surfactantes com ligações ésteres vêm sendo alvo de grande interesse na 
área de liberação de fármacos, pois os mesmos podem ser hidrolisados na presença 
de gatilhos químicos, como a concentração de íons H+, e gatilhos bioquímicos, como 
enzimas. A hidrólise desses surfactantes pode promover transições de fase nos 
sistemas.67 Hong e colaboradores68 desenvolveram um sistema fitantriol/água e 
adicionaram triglicerídeos, resultando na formação de emulsões. Ao utilizarem a 
enzima pancreatina, eles obtiveram hidrólise dos triglicerídeos com transição de fase 
para cúbica bicontínua reversa.  
Uma possível implicação dessa transição de fase em resposta a gatilhos 
consiste na liberação de fármacos com cinética sustentada, visto que a mesma pode 
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ser afetada pela estrutura de fase da partícula. Com isso, a liberação poderia ocorrer 
apenas em determinado compartimento do organismo com condições específicas, 
seja em resposta às enzimas ou concentração de íons H+. 
No presente estudo de mestrado, propôs-se empregar surfactantes como 
aditivos de nanopartículas líquido-cristalinas de fitantriol revestidas com o 
estabilizante Pluronic® F-127, visando obter sistemas responsivos à concentração 
de íons H+ e lipase como gatilhos. Tais sistemas foram planejados para que fitantriol 
e seu estabilizante não fossem sensíveis aos gatilhos estudados, mas sim apenas 
os aditivos.  
Os aditivos empregados foram o sulfossuccinato sódico de dioctila (AOT) 
e o éster decílico do cloridrato de betaína (DBC), respectivamente como surfactantes 
aniônico e catiônico, os quais encontram-se representados na Figura 9 (a, b). A 
escolha dos compostos propostos como aditivos neste estudo foi pautada na sua 
biocompatibilidade, presença de ligação éster clivável e faixa de tamanho médio da 
cadeia hidrofóbica, a qual propicia melhor interação com fitantriol, conforme indicam 
resultados prévios obtidos pelo nosso grupo de pesquisa (dados não publicados). 
Levantou-se a hipótese de que a adição dos surfactantes às formulações de fitantriol 
levariam à obtenção de fase lamelar. Na presença do gatilho (concentração de íons 
H+ e/ou presença de lipase), ocorreria hidrólise da ligação éster do aditivo. Como 
consequência, os produtos resultantes dessa hidrólise induziriam mudança de fase 
capaz de favorecer aumento da taxa de liberação do fármaco. Um esquema desta 
hipótese pode ser visualizado na Figura 10.  
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Figura 9: Estruturas químicas dos surfactantes (a) AOT (sulfossuccinato sódico de 
dioctila) e (b) DBC (éster decílico do cloridrato de betaína). 
(a) 
(b) 
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Figura 10: Esquema ilustrativo da hipótese de trabalho. 
 
Para verificar a influência da concentração de íons H+, como gatilho, 
foram escolhidos tampões nas faixas de pH ácido, neutro e alcalino. Por sua vez, a 
influência de lipases como gatilho foi avaliada empregando-se lipases dos fungos 
Candida antarctica e Rhizomucor miehei. O efeito dessas enzimas em sistemas 
dispersos de fitantriol foi foco de estudo prévio de nosso grupo de pesquisa69, porém 
seu efeito no que tange à transição de fase em sistemas de fitantriol contendo 
surfactantes aditivos cliváveis ainda não havia sido relatado até o advento deste 
trabalho de mestrado.  
Como supracitado, transições de fase induzidas pelos gatilhos poderiam 
levar a mudanças na cinética de liberação de fármacos. Para realizar a avaliação do 
impacto da estrutura de fase na taxa de liberação de fármacos a partir dos sistemas 
desenvolvidos, propôs-se incorporar a fluoresceína na forma de seu sal sódico como 
molécula modelo. O sal sódico de fluoresceína, que corresponde a um diânion, foi 
escolhido como molécula modelo hidrofílica (log P = -0,67)70 pela experiência 
anterior do grupo e por apresentar cromóforo,71 o que facilita sua quantificação no 
decorrer da liberação. A estrutura da molécula modelo proposta, bem como das 
demais formas em equilíbrio encontram-se representadas na Figura 11.  
A síntese de um pró-fármaco de indometacina com cadeia de tamanho 
médio para incorporação nos sistemas dispersos também foi proposta visando 
avaliar a responsividade causada por enzimas tendo o pró-fármaco como aditivo. 
Sua escolha também foi pautada na facilidade de detecção e quantificação da 
indometacina livre por espectroscopia de absorção no ultravioleta-visível. A estrutura 
do pró-fármaco de indometacina encontra-se representada na Figura 12, em que R 
indica a adição de uma cadeia carbônica à indometacina. 
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Figura 11: Estrutura química do sal sódico de fluoresceína (em destaque) e das 
demais formas em equilíbrio. 
 
 
 
Figura 12: Estrutura química de pró-fármaco de indometacina. O grupo lateral R 
representa uma cadeia carbônica genérica. 
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2. OBJETIVOS 
O propósito deste estudo de mestrado consistiu em investigar como a 
presença de aditivos em nanopartículas líquido-cristalinas pode torná-las 
responsivas a gatilhos de interesse biomédico (concentração de íons H+ e presença 
de lipase) visando a liberação sustentada de fármacos. Para isso, foram 
estabelecidos os seguintes objetivos específicos: 
i) desenvolver, como plataforma geral do trabalho, dispersões aquosas de 
nanopartículas de fitantriol com estabilidade cinética adequada; 
ii) incorporar às nanopartículas os seguintes aditivos cliváveis, em 
concentrações crescentes: os surfactantes sulfossuccinato sódico de dioctila (AOT) 
e éster decílico do cloridrato de betaína (DBC), bem como éster decílico de 
indometacina como pró-fármaco potencialmente sensível aos gatilhos;  
iii) caracterizar os sistemas quanto à estrutura de fase na ausência e presença 
de tampões e de lipases; 
iv) incorporar sal sódico de fluoresceína como molécula modelo e obter curvas 
de liberação da mesma a partir de diferentes fases líquido-cristalinas. 
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3. MÉTODOS 
3.1. Preparação das formulações de fitantriol estabilizadas por Pluronic® 
F-127 
Cubossomas de fitantriol (SARFAN) revestidos por Pluronic® F-127 
(Sigma-Aldrich) já foram relatados previamente na literatura.33,49 No entanto, as 
proporções de fitantriol/Pluronic® F-127 tipicamente descritas (9:1 m/m) não levam à 
estabilização cinética por tempos mais prolongados, como seria necessário no 
presente estudo. Nesse sentido, foram testadas técnicas diferentes para preparo dos 
cubossomas, como a de alto cisalhamento e a de deslocamento de solvente,21,32,72 e 
também foram analisadas proporções variadas de fitantriol/Pluronic® F-127 visando 
obter cubossomas com longa estabilidade cinética (colaboração: Dra Seydeh 
Parinaz Akhlaghi). 
 
3.1.1 Método de cavitação 
Fitantriol (200 mg) foi aquecido a 37°C em frasco de vidro âmbar. A esse 
frasco, adicionou-se uma solução aquosa (10 mL) contendo uma quantidade 
determinada de Pluronic® F-127. Diferentes proporções de fitantriol/Pluronic® F-127 
(m/m) foram avaliadas: 1:2, 1:1, 2:1, 4:1, 9:1, 18:1 e 49:1. Subsequentemente, essa 
mistura foi homogeneizada em sonicador de ponta (UP100H, Hielscher® - 
Alemanha) a 37°C, ciclo em 1 (o qual mantém a energia das ondas sonoras 
constante durante todo o processo) e amplitude em 80% (80 W), durante 30 min. 
Uma dispersão leitosa (10 mL) foi obtida ao final do processo. O esquema do 
método pode ser verificado na Figura 13a. 
  
3.1.2 Método de deslocamento do solvente 
Preparou-se uma solução etanólica contendo fitantriol (200 mg em 20 mL) 
e uma solução aquosa (45 mL) contendo quantidade determinada de Pluronic® F-
127. Ambas foram mantidas sob agitação magnética branda a 37°C durante 20 min. 
Após esse período, a fase orgânica foi injetada na fase aquosa e mantida sob 
agitação por 10 min a 37°C. O etanol e parte da água foram removidos à pressão 
reduzida em evaporador rotativo (RV 10, IKA® - Alemanha) a 37°C. O volume final 
da dispersão, de aspecto leitoso, foi ajustado a 10 mL com água deionizada. O 
esquema do método pode ser verificado na Figura 13b. 
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Figura 13: Esquema de preparação das formulações pelos métodos de (a) 
cavitação e (b) deslocamento de solvente. 
 
3.2. Síntese e caracterização espectroscópica do éster decílico de 
indometacina  
O éster decílico de indometacina 3, que segue ilustrado na Figura 14, foi 
sintetizado a partir de indometacina 1 e n-decanol 2, empregando-se 
tetrafluoroborato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N,N-tetrametilurônio (TBTU) como 
agente de acoplamento.73 A síntese desse produto foi realizada no laboratório da 
Profa. Dra. Fernanda Poletto (Instituto de Química-UFRGS), com o auxílio da aluna 
de mestrado Maira Frielink Immich. 
Uma quantidade determinada de indometacina (1 Eq.) foi dissolvida em 
diclorometano, sendo adicionada trietilamina (1 Eq.) à mistura reacional a fim de 
promover desprotonação do ácido carboxílico a indometacina. Subsequentemente, 
foi adicionada uma solução de TBTU (1 Eq.) em acetonitrila, mantendo a mistura sob 
agitação por 15 min. A etapa seguinte consistiu na adição de n-decanol (0,5 Eq.). A 
reação permaneceu sob agitação por 2 h. Todo o procedimento foi realizado à 
temperatura ambiente. A evolução da reação foi acompanhada por cromatografia em 
camada delgada, com visualização sob luz ultravioleta (254 nm). Após término da 
reação, a mistura foi levada à secura em evaporador rotativo (R-100 Buchi® - Suíça) 
e o material seco foi redissolvido em diclorometano. Realizou-se extração líquido-
líquido com água, para remoção do derivado de ureia formado como subproduto. 
(a) (b) 
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Após adição de MgSO4 à fase orgânica, foi realizada filtração. O filtrado foi levado à 
secura em evaporador rotativo. O bruto da reação foi purificado em coluna 
cromatográfica de sílica, empregando-se a mistura 4:1 (v/v) de hexano/acetato de 
etila como fase móvel. 
Os materiais de partida e o produto foram caracterizados por 
espectroscopia de absorção molecular no infravermelho com transformada de 
Fourier (FTIR), em espectrofotômetro (Prestige-21, Shimadzu® - Japão), no modo 
transmitância cobrindo a faixa de frequência de 4000 a 600 cm-1. Além disso, foi 
realizada análise de ressonância magnética nuclear de 1H, dissolvendo-se 
previamente os materiais de partida e o produto em clorofórmio deuterado. A análise 
foi realizada à temperatura ambiente em espectrômetro (Inova, Varian® - Estados 
Unidos) de 500 MHz. 
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Figura 14: Reação de acoplamento entre indometacina 1, e n-decanol 2 para 
obtenção de éster decílico de indometacina 3. 
 
3.3. Incorporação dos aditivos aos cubossomas de fitantriol  
Os aditivos AOT (Sigma-Aldrich), DBC (produto de síntese em escala de 
bancada, obtido em colaboração com o Dr. Dan Lundberg - CR Competence AB, 
Suécia) e éster de indometacina (obtido conforme descrito no item 3.2) foram 
adicionados nas seguintes porcentagens mássicas em relação à massa fixa de       
200 mg de fitantriol: 0,6; 1,2; 2,4; 3,6 e 10,0%. A preparação dos sistemas dispersos 
foi realizada conforme descrito no item 3.1 por alto cisalhamento, sendo o AOT, o 
DBC e o éster de indometacina previamente dispersos no fitantriol antes do 
cisalhamento. Além dos aditivos principais mencionados acima, formulações com 
adição de polissobarto 20 (Sigma-Aldrich) foram preparadas visando realização de 
experimentos com enzimas. Ademais, n-dodecilamina (10,0% m/m) (Sigma-Aldrich) 
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foi o aditivo selecionado para formação de fases hexagonais-modelo, a fim de obter 
os perfis cinéticos de liberação para essa fase na etapa final do estudo. As 
porcentagens mássicas nesses casos também são em relação à massa fixa de         
200 mg de fitantriol. 
 
3.4. Espalhamento dinâmico de luz  
A avaliação da estabilidade cinética das formulações foi realizada através 
de medidas de diâmetro por espalhamento dinâmico de luz (dynamic light scattering, 
DLS) em equipamento ZetasizerNano (Zs-Zen3600, Malvern® - Reino Unido), com 
ângulo de detecção de 173° e modo automático. Para as leituras, alíquotas de     
100 L de cada amostra foram previamente diluídas em água a 10 mL visando evitar 
influência de espalhamento múltiplo. Para cada formulação, foram realizadas três 
medidas de diâmetro hidrodinâmico a 25°C. Os valores de diâmetro apresentados 
neste trabalho correspondem à média de três formulações (triplicata de lote). As 
curvas de DLS mostradas posteriormente são referentes a apenas uma formulação 
e são representativas da média. 
 
3.5. Espalhamento de raios X a baixos ângulos  
Experimentos de espalhamento de raios X a baixos ângulos 
(small angle X-ray scattering, SAXS) foram realizados na linha SAXS1 do 
Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (CNPEM, Campinas - Brasil). As 
formulações foram injetadas em porta-amostra termostatizado (25 e 37°C) composto 
por duas janelas de mica. A intensidade de luz espalhada (I) foi obtida como função 
do vetor de espalhamento q (nm-1) na faixa de 0,1 a 4,0 nm-1, empregando-se 
detector Pilatus (Dectris). O comprimento de onda da radiação incidente foi de 
0,1544 nm. Behenato de prata foi empregado para calibração e as intensidades 
foram corrigidas para os sinais do porta-amostra vazio e da corrente de fundo. O 
espalhamento referente à água pura ou tampão foi subtraído dos perfis de 
espalhamento das formulações. As imagens bidimensionais obtidas a partir das 
análises de SAXS foram convertidas em curvas de intensidade de luz espalhada 
como função do módulo do vetor de espalhamento empregando-se o programa de 
tratamento de dados FIT2D®. 
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3.5.1 Adição de lipases às formulações 
Para avaliação do efeito de lipases como gatilho, adicionaram-se 100 L 
de tampão 0,1 M fosfato de potássio (KH2PO4/K2HPO4) pH 7,4 (± 0,1) às 
formulações (10 mL) com o intento de manter o meio com o pH ótimo para ação das 
enzimas. Paralelamente, foram preparadas soluções aquosas de lipase B de 
Candida antarctica recombinante em Aspergillus oryzae (11,8 U mg-1, LOTE BCI 
P3380 V Sigma-Aldrich; CALB) e da lipase do fungo Rizomucor miehei (1,39 U mg-1, 
LOTE 1294659 V Sigma-Aldrich; RMML), nas concentrações de 0,07 U mL-1 e        
0,02 U mL-1, respectivamente. As formulações tamponadas e as soluções aquosas 
de enzima foram misturadas na proporção 1:1 (v/v) e mantidas em frascos fechados, 
sob agitação magnética em banho a 37°C por 6 h. Após esse período, alíquotas 
foram retiradas para realizar as leituras de SAXS a 37°C, conforme descrito 
anteriormente.  
 
3.5.2 Adição de tampões às formulações 
Por sua vez, os estudos envolvendo concentração de íons H+ como 
gatilho compreenderam a utilização de tampões em diferentes faixas de pH. Uma 
alíquota de 100 L de tampão foi lentamente adicionada a 1 mL de formulação, sob 
agitação magnética, e a solução foi mantida a 37°C por tempo determinado (24 h, 7 
e 15 dias), sendo subsequentemente analisada por SAXS. Empregaram-se as 
seguintes soluções-tampão (0,1 M): ácido acético/acetato de sódio pH 3,9 (±0,1) e 
5,5 (±0,1), com força iônica de 2 mM; fosfato de potássio (KH2PO4/K2HPO4) pH 7,4 
(±0,1) e 8,5 (±0,1) (a correção do pH foi realizada com NaOH), sendo a força iônica 
de 30 mM. Com intuito de verificar a influência da força iônica nos resultados 
obtidos, foram realizados experimentos com adição de solução de cloreto de sódio 
de força iônica 30 mM. Para fins de comparação, a formulação sem os aditivos 
propostos também foi analisada frente aos gatilhos. 
 
3.6. Criomicroscopia eletrônica de transmissão  
A morfologia das nanopartículas foi observada por criomicroscopia 
eletrônica de transmissão (cryogenic transmission electron microscopy, cryo-TEM) 
no Laboratório Nacional de Nanotecnologia (CNPEM/LNNano – Campinas). Cerca 
de 3 μL de amostra foram depositados em grade de cobre de 300 mesh revestida 
por carbono (TED Pella - Estados Unidos) e previamente submetida a um tratamento 
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de descarga luminescente utilizando um sistema EasiGlow (Pelco) com 15 mA de 
corrente negativa por 10 s. As amostras foram preparadas em ambiente controlado 
com temperatura e umidade ajustadas para 22°C e 100%, respectivamente, em um 
sistema automatizado de vitrificação (Vitrobot Mark IV, FEI® - Países Baixos). O 
congelamento das amostras foi realizado com a utilização de etano líquido. As 
espécies vitrificadas foram transferidas para um microscópio eletrônico de 
transmissão JEM-2100 (Jeol® - Japão) operando a 200 kV. As amostras foram 
analisadas em condições de baixa dosagem, com uma gama de desfocagem 
variando de -2 até -4 m. As imagens foram adquiridas através da câmera F-416 
CMOS (TVIPS® - Alemanha) e software EMMENU versão 4.0.9.52 do TVIPS 
(Alemanha). 
 
3.7. Espectrometria de massas com ionização por eletronebulização 
A ação hidrolítica das lipases sobre os aditivos nas formulações foi 
investigada por espectrometria de massas com ionização por eletronebulização 
(electrospray ionisation mass spectrometry, ESI-MS) no modo negativo empregando-
se o equipamento Quattro MicroTMAPI Waters – EUA (IQ-UNICAMP). Para isso, as 
formulações foram misturadas a tampão e solução de lipase conforme descrito para 
a análise de SAXS (item 3.5), porém mantendo-se as amostras sob agitação 
magnética por 2 dias em frascos fechados a 37°C. Após esse período, as soluções 
passaram por extração em fase sólida, sendo utilizada a fase estacionária comercial 
LC-18 500 mg SupelcleanTM (Supelco - Pennsylvania) a fim de retirar o tampão 
antes de realizar a injeção no equipamento (procedimento com intuito de evitar 
danos ao mesmo). O equipamento operou utilizando cone 10, voltagem do capilar de 
3,4 V, vazão do gás secante de 800 L h-1, temperatura do gás secante de 400°C e 
fase móvel composta por uma mistura de 50% acetonitrila (0,1% ácido fórmico) / 
50% água (0,1% ácido fórmico).  
A ação das lipases sobre a formulação contendo polissorbato 20 foi 
investigada empregando-se o equipamento Q-TOF – Bruker Daltonics, Impact II – 
EUA (IQ-UFRGS) no modo positivo. O equipamento foi calibrado com formiato de 
sódio e operou com voltagem do capilar de 4500 V, fluxo do gás secante igual a 4 L 
min-1 e temperatura do gás secante de 200°C. 
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3.8. Cromatografia líquida de ultraeficiência acoplada a detector 
espectrofotométrico UV-VIS 
O efeito da exposição do éster decílico de indometacina às lipases foi 
determinado por cromatografia líquida de ultraeficiência acoplada a detector 
espectrofotométrico UV-VIS (ultra-performance liquid chromatography 
coupled with UV-VIS detector, UPLC-UV-VIS) (Acquity, Waters, Massachusetts - 
EUA). As formulações foram misturadas com tampão e solução de lipase conforme 
descrito previamente no item 3.5, contudo, as mesmas foram mantidas sob agitação 
magnética a 37°C e analisadas apenas após 2 dias de contato com as enzimas. A 
formulação sem os aditivos propostos também foi analisada nas mesmas condições 
para fins de comparação. O efeito da concentração de íons H+ na molécula do éster 
de indometacina, sem qualquer provável interferência da incorporação nas 
nanopartículas, foi avaliado mediante preparação de solução etanólica do pró-
fármaco e adição desta aos tampões citados no item 3.5.2 (1% v/v). A extração em 
fase sólida (conforme previamente descrito no item 3.7) foi um procedimento 
importante para retirada dos sais que compõem o tampão a fim de evitar danos ao 
equipamento. Condições analíticas como composição e fluxo da fase móvel, 
características da coluna e volume de injeção foram investigados para a obtenção 
de cromatogramas adequadamente resolvidos. Foi utilizada coluna Acquity UPLC® 
BEH C18 1,7 µm, 2,1×100 mm. Empregou-se uma mistura de 95% acetonitrila e 5% 
água deionizada com correção de pH para 5,0 como fase móvel para análise da 
indometacina e do éster decílico de indometacina. A vazão foi 0,3 mL min-1, o 
volume de injeção utilizado foi 3 µL e o tempo de corrida foi igual a 3 min. 
 
3.9. Ensaios de liberação in vitro com utilização do espectrofotômetro 
UV-VIS  
Para determinar os perfis de liberação do sal sódico de fluoresceína a 
partir dos sistemas dispersos via medidas de absorbância, desenvolveu-se um 
método semi-automatizado, baseado na técnica de diálise com detecção por 
espectroscopia de absorção molecular na região do ultravioleta-visível.  
As formulações (4 mL) foram inseridas em saco de diálise composto por 
membrana de celulose (largura média 43 mm, D9527 Sigma-Aldrich), o qual foi 
fechado nas duas extremidades por grampos apropriados e imerso em um recipiente 
contendo 70 mL de água deionizada. A fase aquosa externa foi bombeada a uma 
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vazão hidrodinâmica constante através de uma bomba peristáltica (IPC, Ismatec®, 
Wertheim - Alemanha) em direção a uma cubeta de fluxo de quartzo (caminho óptico 
10 mm). A cubeta foi acoplada a um espectrofotômetro UV-VIS (HP - Agilent 8453, 
Califórnia, EUA) operando em fluxo contínuo. O espectrofotômetro foi programado 
no modo cinético para realizar medidas durante 30 horas em intervalos de 30 min. 
Os valores de absorbância obtidos em 490 nm foram utilizados para a quantificação 
da molécula modelo liberada para o meio externo. Curvas de calibração de sal 
sódico de fluoresceína em água foram previamente obtidas em triplicata nas 
concentrações de 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 0,7 e 1,0 µg mL-1.    
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1. Desenvolvimento dos cubossomas cineticamente estabilizados 
por Pluronic® F-127 
Um dos desafios iniciais deste trabalho foi preparar cubossomas com 
adequada estabilidade cinética. Nesse sentido, foram testadas várias proporções de 
fitantriol/Pluronic® F-127 e duas estratégias de preparação: cavitação (top-down) e 
deslocamento de solvente (bottom-up). Todas as formulações apresentaram aspecto 
leitoso. No entanto, formulações com maiores concentrações de Pluronic® F-127 se 
mostraram menos turvas que as demais, o que poderia ser explicado por uma 
redução do diâmetro médio das partículas. Concentrações baixas de Pluronic® F-
127 resultaram na formação de agregados macroscópicos devido à fraca 
estabilização estérica, como pode ser verificado na Figura 15. A proporção           
4:1 (m/m) de fitantriol/Pluronic® F-127 resultou em uma formulação com aspecto 
leitoso e homogêneo, sem agregados, independentemente do método de 
preparação empregado. Medidas de DLS (método dos cumulantes) das formulações 
preparadas com essa proporção de fitantriol/Pluronic® F-127 indicaram a presença 
de uma população de nanopartículas com diâmetro de 203 ± 4 nm (triplicata de lote) 
para o método de cavitação e 320 ± 60 nm (triplicata de lote) para o método de 
deslocamento de solvente. As curvas de distribuição de tamanho das nanopartículas 
por intensidade (algoritmo CONTIN) podem ser verificadas na Figura 16. Em ambos 
os casos, o índice de polidispersão foi inferior a 0,2 e as formulações se mantiveram 
estáveis durante os 12 meses em que o acompanhamento foi realizado. 
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Figura 15: Imagem das formulações de cubossomas com diferentes proporções de 
fitantriol/Pluronic® F-127 preparados pelo método de deslocamento de solvente 
(bottom-up: BU) e por cavitação (top-down: TD). Os números após a letra BU ou TD 
referem-se às proporções de fitantriol para cada parte de Pluronic® F-127. 
Resultados publicados, referência 74. 
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Figura 16: Curvas de distribuição de tamanho de partículas por intensidade de luz 
espalhada para as formulações na proporção 4:1 de fitantriol/Pluronic® F-127 
preparadas pelo método de (a) cavitação e (b) deslocamento de solvente (triplicata 
de lote, algoritmo CONTIN). 
(a) (b) 
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Com finalidade de verificar se todas as proporções estudadas mantinham 
a fase cúbica bicontínua reversa, foram realizadas análises de SAXS empregando-
se fonte de radiação síncrotron. As curvas de SAXS das formulações, representadas 
na Figura 17, apresentaram picos de difração cuja indexação indicou tratar-se de 
fase cúbica bicontínua com simetria Pn3m. A estrutura Pn3m foi mantida mesmo em 
maiores concentrações de Pluronic® F-127. Em concentrações baixas de Pluronic® 
F-127, ainda assim é possível verificar a formação da fase cúbica bicontínua. Porém, 
estas amostras apresentam baixa estabilidade coloidal, com formação de agregados 
macroscópicos, resultando em menor intensidade dos picos como consequência do 
reduzido número de partículas suspensas no líquido.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17: Curvas de SAXS para as formulações de cubossomas com diferentes 
proporções de fitantriol/Pluronic® F-127 preparadas pelo método (a) de 
deslocamento de solvente, que segue a estratégia bottom-up (BU) e (b) por 
cavitação, que segue a estratégia top-down (TD). Os números após as letras BU ou 
TD referem-se às proporções (m/m) de fitantriol para cada parte de Pluronic® F-127. 
Resultados publicados, referência 74. 
 
Com intuito de comparar os métodos de preparação, foi realizada análise 
de cryo-TEM das formulações contendo a proporção 4:1 (m/m) de fitantriol 
/Pluronic® F-127. Na Figura 18, como esperado, foram visualizadas estruturas 
compatíveis com nanopartículas líquido-cristalinas de fase cúbica bicontínua. Além 
da presença de cubossomas, observou-se também o aparecimento de niossomas 
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nas amostras. Os niossomas (representados no canto superior esquerdo da Figura 
18a) são vesículas esféricas constituídas por pelo menos uma bicamada lipídica de 
surfactantes não-iônicos.75  
 
            
 
Figura 18: Imagens de cryo-TEM de (a) amostras preparadas pelo método de 
deslocamento de solvente e (b) amostras preparadas utilizando o método de 
cavitação. É possível verificar a presença de cubossomas (CUB) e niossomas (NIO). 
Resultados publicados, referência 74. 
 
O método de deslocamento de solvente levou à formação de uma 
quantidade muito maior de niossomas se comparado ao método de cavitação. As 
razões para essa diferença ainda estão em aberto. No entanto, é provável que a 
necessidade de emprego de etanol no método de deslocamento de solvente venha a 
estabelecer determinada proporção etanol/fitantriol/água que possa facilitar a 
formação dos niossomas.76 Devido à formação de menor quantidade de niossomas, 
o método de cavitação foi eleito para a continuidade dos estudos, onde aditivos 
foram incorporados com intuito de tornar os sistemas responsivos a gatilhos. O 
conjunto de resultados desta primeira etapa do trabalho de mestrado culminou em 
artigo recentemente publicado na literatura.74 (Anexo I) 
 
4.2. Incorporação dos aditivos aos cubossomas 
Após o desenvolvimento dos cubossomas de fitantriol e Pluronic® F-127 
com prolongada estabilidade cinética, foram incorporados aditivos a esses sistemas, 
de forma a torná-los responsivos a gatilhos de interesse biomédico. Há relatos na 
literatura17,20 demonstrando, por exemplo, que a fase cúbica bicontínua reversa 
apresenta cinética de liberação muito rápida se comparada a outras fases, como a 
(b) 
NIO 
CUB 
(a) 
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hexagonal reversa e a lamelar. Inspirando-se nesse tipo de liberação de fármacos 
em função da estrutura de fase dos sistemas líquido-cristalinos, propôs-se incorporar 
aditivos aos sistemas, em concentrações determinadas, com objetivo de obter fases 
de liberação mais lenta de fármacos que a cúbica bicontínua reversa, observada no 
sistema de fitantriol estabilizado por Pluronic® F-127. A clivagem dos aditivos por 
gatilhos levaria a transições de fase que poderiam permitir uma cinética de liberação 
mais rápida, caracterizando um sistema com cinética de liberação sustentada por 
demanda. Os aditivos utilizados para esse fim foram o AOT (surfactante aniônico 
clivável) e o DBC (surfactante catiônico clivável). Estas moléculas apresentam 
ligação éster como característica em comum, a qual seria clivável em determinadas 
faixas de pH do meio e/ou na presença de lipase como gatilho. Como consequência 
da clivagem, apenas uma parte do aditivo original permaneceria ancorada à 
partícula. Com a mudança no valor de CPP do produto resultante em relação àquele 
do aditivo original, a transição do sistema para uma fase de liberação mais rápida 
que a anterior poderia ser obtida. 
Sabe-se que a adição de surfactantes aniônicos e catiônicos pode levar 
ao rompimento da estrutura líquido-cristalina, com formação de vesículas 
constituídas por bicamadas de lipídio misturado ao surfactante.42 Estudos 
envolvendo a adição de AOT em cubossomas de fitantriol já foram reIatados na 
literatura e demonstraram rompimento da estrutura em concentrações superiores a 
9,0% (m/m em relação ao fitantriol).42 Esse resultado foi corroborado pelos 
experimentos que compõem o presente estudo de mestrado, envolvendo o 
surfactante aniônico AOT. Na formulação com maior concentração de AOT (10,0% 
em relação à massa de fitantriol) houve perda da estrutura líquido-cristalina, a qual é 
sinalizada pela ausência dos picos de difração nas temperaturas de 25 e 37°C, 
como pode ser verificado na Figura 19. Resultados semelhantes foram obtidos com 
utilização do surfactante catiônico DBC, conforme Figura 19. Concentrações 
inferiores desses aditivos (0,6 e 3,6% m/m) resultaram em curvas de SAXS com 
picos indexados como fase cúbica bicontínua com simetria Pn3m, porém com 
máximos deslocados para menores valores de q quando a concentração aumentou 
de 0,6% m/m de aditivos (primeiro pico de difração em q = 1,39 nm-1 a 37°C) para 
3,6% m/m de aditivos (primeiro pico de difração em q = 1,27 nm-1 a 37°C). Tal 
deslocamento refere-se a um aumento do parâmetro de rede,77 de 6,43 nm 
(formulação sem aditivos) para 6,97 nm (formulação com 3,6% m/m de aditivos) 
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devido à incorporação dos surfactantes nas bicamadas de fitantriol.  
Embora o tipo de estrutura de fase tenha sido o mesmo (Pn3m) nas duas 
temperaturas avaliadas, houve deslocamento dos picos com aumento da 
temperatura de 25 a 37°C: de q = 1,30 nm-1 (AOT) e 1,29 nm-1 (DBC) a 25°C para     
q = 1,39 nm-1 AOT e DBC) a 37°C (valores referentes à posição do primeiro pico de 
difração para a formulação com 0,6% (m/m) de aditivos). Esse deslocamento para 
menores valores de q sugere diminuição no tamanho dos canais da fase cúbica 
bicontínua. Tal fato pode estar relacionado à redução do parâmetro de rede causada 
por desidratação da cabeça polar do fitantriol em maiores temperaturas. De fato, 
para a formulação contendo 0,6% m/m de aditivos, verificou-se uma redução do 
parâmetro de rede de 6,84 nm (AOT a 25°C) e 6,80 nm (DBC a 25°C) para 6,43 nm 
(AOT e DBC a 37°C). Isso já foi previamente observado em sistemas semelhantes.49  
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Figura 19: Curvas de SAXS para formulações contendo diferentes concentrações 
(% m/m em relação ao fitantriol) de AOT a (a) 25°C e (b) 37°C; e de DBC a (c) 25°C 
e (d) 37°C. 
(a) (b) 
25°C 37°C 
(c) (d) 
25°C 37°C 
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De acordo com Liu e colaboradores,42 sistemas de fitantriol/Pluronic® F-
127 com concentrações de AOT superiores a 9,0% (m/m) em relação ao fitantriol, 
apresentam formação de vesículas unilamelares, conforme resultados de SAXS e 
cryo-TEM. Além disso, os autores relataram que as formulações passaram de 
coloração branca leitosa para levemente turva e azulada com a adição de AOT na 
concentração mencionada acima.  
As curvas de SAXS obtidas no presente estudo para as formulações com 
10,0% (m/m) de AOT se mostraram similares àquelas obtidas por Liu e 
colaboradores. A mudança de coloração na formulação também foi verificada, como 
pode ser observado na Figura 20.  
 
   
 
Figura 20: Fotografias das amostras de cubossomas (a) sem aditivos, (b) com 
10,0% (m/m em relação ao fitantriol) de AOT e (c) com 10,0% (m/m em relação ao 
fitantriol) de DBC. 
 
Apesar de não serem encontrados estudos na literatura a respeito de 
formulações de fitantriol com incorporação de altas concentrações de DBC, os 
resultados se mostraram semelhantes àqueles obtidos para as formulações 
contendo AOT. Logo, é provável que altas concentrações de DBC e AOT nas 
formulações tenham induzido a formação de estruturas vesiculares compostas por 
uma mistura de surfactante, fitantriol e Pluronic® F-127. A formação de vesículas é 
possível, porque, à medida que as moléculas de AOT e DBC são adicionadas à 
formulação, a repulsão entre as cabeças polares dos aditivos tende a aumentar, 
favorecendo um decréscimo na curvatura negativa da superfície de lipídio em 
contato com a água. Um esquema dessa hipótese encontra-se ilustrado na Figura 
21. Concentrações intermediárias de DBC e AOT podem ter levado à coexistência 
de nanopartículas de fase cúbica bicontínua e de vesículas. Além disso, cabe 
mencionar que um pico de difração adicional em q = 1,45 nm-1 foi observado na 
a b c 
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curva de SAXS a 25°C da formulação contendo 0,6% (m/m) de DBC. Este pico pode 
estar relacionado à existência de vesículas multilamelares. No entanto, mais 
investigações são necessárias para comprovar essa hipótese. 
 
 
 
Figura 21: Esquema representando genericamente o efeito do aumento da 
concentração de surfactante iônico na estrutura líquido-cristalina. Imagem adaptada 
da referência 42. 
 
Quanto aos resultados de DLS analisados por intensidade (algoritmo 
CONTIN), as formulações de AOT e DBC com menores concentrações de aditivo 
(0,6% e 3,6% m/m) apresentaram distribuição monomodal e diâmetros inferiores a 
200 nm (dados não mostrados). Por sua vez, a formulação com maior concentração 
de AOT (10,0% m/m) apresentou distribuição de tamanho bimodal a partir de 
medidas de DLS avaliadas por intensidade, com diâmetros de 499 ± 48 nm e de               
66 ± 6 nm (triplicata de lote). Da mesma forma, a formulação com maior 
concentração de DBC (10,0% m/m) mostrou duas populações, de 248 ± 22 nm e de 
64 ± 6 nm (triplicata de lote). Os resultados de DLS para as formulações com maior 
concentração de aditivos (10,0% m/m), analisadas por intensidade, encontram-se 
representadas na Figura 22. 
Apesar da análise de distribuição de diâmetro por intensidade de luz 
espalhada retratar a presença predominante de partículas de diâmetros maiores 
para as formulações contendo AOT e DBC (499 e 248 nm, respectivamente), a 
análise por número revela a presença predominante de partículas de diâmetros 
menores, 39 ± 4 nm para as formulações contendo AOT e 47 ± 11 nm para as 
formulações contendo DBC, conforme pode ser verificado na Figura 23. Essa 
divergência nos resultados é facilmente entendida ao levar-se em conta o fato de 
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que partículas maiores espalham luz de forma mais intensa, ressaltando 
desproporcionalmente o espalhamento causado por essas partículas em detrimento 
das menores.  
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Figura 22: Curvas de distribuição de diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas por 
intensidade de espalhamento para as formulações contendo 10,0% (m/m) de (a) 
AOT e de (b) DBC (triplicata de lote, algoritmo CONTIN).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                             
 
Figura 23: Curvas de distribuição de diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas por 
número para as formulações contendo 10,0% (m/m) de (a) AOT e de (b) DBC 
(triplicata de lote). 
 
Esses resultados mostram-se contrários aos obtidos por Liu e 
colaboradores, em que as partículas com a concentração de 9,0% de AOT 
apresentaram distribuição monomodal, diâmetros da ordem de 150 nm e uma 
polidispersidade de 0,1 (método dos cumulantes). Esta diferença pode ser explicada 
no tocante ao preparo das partículas, em que é utilizada uma razão de 
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fitantriol/Pluronic® F-127 diferente daquela empregada no presente estudo. 
Do conjunto de amostras investigadas neste trabalho, apenas as 
formulações contendo 10,0% (m/m) de surfactantes em relação ao fitantriol 
apresentaram-se como vesículas unilamelares sem a concomitância de outras 
estruturas de fase. A distribuição de diâmetro desses sistemas mostrou-se 
plenamente adequada para aplicações biológicas. Frente ao exposto, elegeu-se as 
formulações contendo 10,0% (m/m) de aditivos para avaliação da responsividade 
frente a gatilhos.   
 
4.3. Síntese e incorporação do éster decílico de indometacina como 
pró-fármaco 
Paralelamente ao estudo da incorporação de aditivos carregados às 
formulações visando obter sistemas responsivos, capazes de liberar mais 
rapidamente fármacos pela ação de gatilhos, investigou-se a possibilidade de 
incorporar um composto capaz de acumular as funções de aditivo e pró-fármaco. 
Optou-se por preparar um pró-fármaco de cadeia hidrofóbica de indometacina, em 
função da facilidade de quantificação da indometacina livre (fármaco modelo a ser 
liberado para o meio pela ação do gatilho) em potenciais experimentos de liberação 
in vitro. A cadeia hidrofóbica, ligada à indometacina por ligação éster, consistiu de 10 
carbonos, de forma que o produto oriundo de sua clivagem (n-decanol) pudesse 
permanecer ancorado à partícula durante todo o processo de liberação, atuando 
como potencial aditivo capaz de induzir mudança na estrutura de fase do sistema. 
O éster decílico de indometacina foi sintetizado com alto rendimento por 
meio de reação de acoplamento e caracterizado espectroscopicamente para 
confirmação de sua estrutura química. A análise de absorção molecular na região do 
infravermelho, ilustrada na Figura 24a, indicou a presença de bandas características 
de éster, tal como o estiramento de carbonila entre 1750-1725 cm-1, bem como a 
ausência de bandas características dos materiais de partida (dados não mostrados), 
como estiramento de carbonila de ácido da indometacina (1700 cm-1) e estiramento 
de hidroxila de álcool presente no n-decanol (banda larga entre 3550 - 3200 cm-1). 
Da mesma forma, o espectro de ressonância magnética nuclear de hidrogênio 
confirmou sua identidade química, conforme demonstrado pela correspondência 
entre os sinais no espectro e os hidrogênios assinalados na estrutura química, como 
pode ser verificado na Figura 24b.  
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Figura 24: Espectros do éster decílico de indometacina por (a) absorção molecular 
na região do infravermelho e (b) ressonância magnética nuclear de hidrogênio 
(solvente: clorofórmio deuterado, 500 MHz). 
 
As formulações contendo 0,6, e 10,0% (m/m) de éster decílico de 
indometacina apresentaram curvas de SAXS cujos picos foram indexados como fase 
cúbica bicontínua de simetria Pn3m, como retratado na Figura 25. Portanto, o pró-
fármaco não foi capaz de induzir mudança na estrutura de fase do sistema. Com o 
aumento da temperatura de 25 para 37°C, observou-se deslocamento dos picos 
para maiores valores de q (primeiro pico: deslocamento de q de 1,33 para 1,40 nm-1 
na formulação com 0,6% m/m e de 1,38 para 1,40 nm-1 na formulação com 10,0% 
(a) 
(b) 
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m/m de pró-fármaco). Tal fato pode estar relacionado com diminuição do valor de 
parâmetro de rede, de 6,65 nm para 6,36 nm (formulação com 0,6% m/m) e de 6,42 
nm para 6,38 nm (formulação com 10% m/m), provavelmente por desidratação da 
cabeça polar do fitantriol. Na amostra com maior concentração do pró-fármaco 
(10,0% m/m), observa-se o surgimento de novos picos relacionados a uma estrutura 
de fase coexistente com a Pn3m. O primeiro pico de difração dessa nova fase 
(indicado por uma seta vermelha na Figura 25a e 25b) é bastante intenso e não foi 
observado na amostra com menor concentração de pró-fármaco (0,6% m/m). O 
segundo pico aparenta estar sobreposto ao pico indexado como 3 da fase Pn3m, 
visto que sua intensidade para a formulação com 10,0% (m/m) de pró-fármaco é 
maior que para aquela com 0,6% (m/m), enquanto que aumento semelhante nas 
intensidades não é observado para os demais picos. A indexação desses picos 
adicionais segue o padrão 1: 2, que sugere estrutura lamelar. No entanto, é preciso 
ter cautela nessa interpretação, pois mais picos seriam necessários para confirmar 
que maiores concentrações do pró-fármaco induzem a formação de fase lamelar nas 
nanopartículas.  
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Figura 25: Curvas de SAXS para formulações contendo diferentes concentrações 
(0,6 e 10,0% m/m em relação ao fitantriol) de éster decílico de indometacina obtidas 
nas temperaturas de (a) 25°C e (b) 37°C. 
 
Outra hipótese para explicar os resultados descritos acima seria a 
coexistência de dois tipos de partículas com concentrações diversas de pró-fármaco. 
De fato, a formulação com maior concentração de éster decílico de indometacina 
(10,0% m/m) apresentou duas populações nas medidas de DLS analisadas por 
(a) (b) 
25°C 37°C 
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intensidade (algoritmo CONTIN), com diâmetros de 572 ± 77 nm e 130 ± 20 nm 
(triplicata de lote). Por sua vez, a menor concentração do pró-fármaco resultou em 
uma formulação com distribuição de diâmetro monomodal de 200 ± 20 nm (triplicata 
de lote). 
As curvas de distribuição de tamanho das nanopartículas por intensidade 
e por número (algoritmo CONTIN) podem ser observadas na Figura 26. Conforme 
verificado na análise por intensidade, a distribuição correspondente às partículas de 
diâmetro hidrodinâmico maior é preponderante em relação àquelas de diâmetro 
menor, porém, partículas maiores apresentam intensidade de espalhamento maior. 
Dessa forma, para obter respostas quanto ao número de partículas menores e 
maiores, torna-se necessária a análise dos resultados por número. Essa análise 
reflete a predominância de partículas menores, de diâmetro hidrodinâmico de 
aproximadamente 118 ± 12 nm, em relação àquelas de diâmetro maior, equivalente 
a 572 ± 77 nm, como pode ser verificado na Figura 26b.  
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Figura 26: Curvas de distribuição de diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas por 
(a) intensidade de espalhamento e por (b) número para a formulação contendo 
10,0% (m/m) de éster decílico de indometacina (triplicata de lote, algoritmo 
CONTIN). 
 
Fotografia da formulação com 10,0% (m/m) de éster decílico de 
indometacina pode ser vista na Figura 27, a qual não apresenta variação de 
coloração em relação à amostra de cubossoma sem o pró-fármaco incorporado. 
Mesmo que o pró-fármaco não tenha causado mudança na estrutura de fase dos 
sistemas, a avaliação da sua responsividade frente a gatilhos foi objeto de 
(a) (b) 
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investigação. Julgou-se que a cinética de liberação de indometacina poderia ser 
afetada não só por aspectos cinéticos próprios da reação de clivagem do éster, 
como também por transições de fase do sistema durante o processo de difusão da 
indometacina livre para o meio externo, causadas pela formação in situ de n-decanol 
como aditivo neutro (indutor de transição de fase), decorrente da clivagem do pró-
fármaco.    
 
   
 
Figura 27: Fotografias das amostras de (a) cubossomas sem aditivos e (b) 
cubossomas com 10,0% (m/m) de éster decílico de indometacina. 
 
4.4. Efeito dos tampões na estrutura de fase das nanopartículas  
 A partir do conjunto de resultados apresentados anteriormente, foram 
selecionadas algumas formulações para avaliação da responsividade na presença 
de concentrações de íons H+ variadas e lipases como gatilhos. No que se refere às 
formulações contendo AOT e DBC como surfactantes potencialmente capazes de 
induzir transições de fase na presença dos gatilhos, foram escolhidas aquelas 
contendo 10,0% (m/m) de aditivo, sendo que ambas apresentam estrutura de 
vesícula unilamelar. No caso das formulações contendo éster decílico de 
indometacina como pró-fármaco, as composições estudadas não foram capazes de 
promover mudança de fase no sistema, mas ainda assim testes para avaliação da 
responsividade foram realizados empregando a formulação contendo 10,0% m/m do 
pró-fármaco.  
Para os estudos do efeito da variação da concentração de íons H+ como 
gatilho, empregaram-se tampões (0,1 M) com valores de pH de 3,9 e 5,5, ambos 
com força iônica de 2 mM, bem como pH de 7,4 e 8,5, com força iônica de 30 mM. 
Cabe mencionar que o pH das formulações logo após preparadas (sem adição de 
tampão) foi igual a 5,3 (AOT), 3,4 (DBC) e 7,0 (éster decílico de indometacina). As 
formulações foram analisadas por SAXS após 24 h, 7 e 15 dias de contato com as 
a b 
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soluções tampão. A variação do tempo não promoveu resultados diferentes 
daqueles que serão apresentados nessa discussão, que correspondem às medidas 
após 7 dias.  
A formulação sem aditivos manteve a estrutura Pn3m após contato com 
todos os tampões, como pode ser verificado na Figura 28a. Além disso, uma 
segunda fase passou a coexistir, indicada pelo surgimento de pico em q = 1,54 nm-1 
(assinalado com um retângulo vermelho nas curvas de SAXS). Não foi possível 
determinar a estrutura desta segunda fase, pois mais picos de difração seriam 
necessários para realizar uma indexação confiável. Para fins de comparação, 
avaliou-se o efeito da presença de cloreto de sódio 30 mM no lugar dos tampões, 
pois sabe-se que não só a variação da concentração de íons H+, como também a 
força iônica, pode induzir transições de fase em sistemas líquido-cristalinos.42  
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Figura 28: Curvas de SAXS para as formulações de nanopartículas de fitantriol (a) 
sem aditivos, (b) com 10,0% (m/m) de DBC e (c) com 10,0% (m/m) de AOT, na 
presença de tampões com diferentes valores de pH. 
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As formulações contendo os aditivos AOT e DBC responderam à variação 
da concentração de íons H+ de forma seletiva, como pode ser verificado na Figura 
28. Os tampões ácidos (pH 3,9 e 5,5) não causaram mudança no perfil das curvas 
de SAXS destas formulações, as quais permaneceram com picos de difração 
ausentes. Portanto, em meio ácido, tais formulações são capazes de manter a 
estrutura de vesícula unilamelar. Por outro lado, observou-se o surgimento de picos 
de difração na presença do tampão alcalino (pH 8,5) para ambas as formulações.  
No caso da formulação contendo DBC exposta ao tampão alcalino, os 
picos observados na curva de SAXS foram indexados como 1: √3: 2, os quais são 
tipicamente associados à fase hexagonal. Acredita-se que se trate de fase 
hexagonal reversa, visto que as formulações se tornaram leitosas em contato com o 
tampão alcalino, como pode ser verificado na Figura 29. Se a fase hexagonal fosse 
normal, seria esperado afastamento das micelas cilíndricas que a compõem em 
função do excesso de água. Isso levaria a um aspecto translúcido ou transparente 
pela redução de tamanho do objeto espalhante.  
 
 
 
 
Figura 29: Fotografia das formulações de nanopartículas de fitantriol sem aditivos e 
com adição de AOT, DBC e pró-fármaco (10,0% m/m), sem tampão (primeira 
coluna) e com adição de tampão em pH 3,9, 5,5, 7,4 e 8,5 (demais colunas, 
conforme indicado na figura). 
 
Tal qual observado após adição de tampão alcalino (pH 8,5), ocorreu 
transição de fase com surgimento de picos de difração na curva de SAXS da 
formulação contendo DBC em contato com tampão neutro (pH 7,4). Os picos de 
3,9 5,5 7,4 8,5 
Sem aditivo 
AOT 
DBC 
Pró-fármaco 
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difração foram indexados como 1: √3: 2, sinalizando a formação de fase hexagonal 
reversa. O parâmetro de rede resultou em valores de 4,12 e 4,07 nm para as 
formulações contendo DBC em pH 7,4 e 8,5, respectivamente. Por sua vez, a 
formulação de AOT manteve o perfil característico de vesícula unilamelar em meio 
neutro. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de que ésteres de betaína 
apresentam susceptibilidade à hidrólise em ambiente neutro e alcalino 
substancialmente maior que ésteres comuns.78 A razão para essa grande 
susceptibilidade é explicada pelo mecanismo da reação: a hidrólise do éster se inicia 
com ataque nucleofílico de um íon hidróxido sobre o carbono da carbonila, como 
representado na Figura 30.  Em se tratando de um éster de betaína, o carbono da 
carbonila é particularmente eletrofílico devido à proximidade com o nitrogênio 
quaternário. Se por um lado a hidrólise catalisada por base é favorecida (mesmo em 
meio neutro), por outro lado a hidrólise ácida é improvável. Esse mecanismo 
envolveria a protonação do oxigênio da carbonila, o que criaria um intermediário 
dicatiônico, energeticamente desfavorável, conforme representado pela Figura 30. 
 
 
 
Figura 30: Hidrólise do DBC com formação de n-decanol e cloridrato de betaína. 
Imagens reproduzidas da referência 78. 
 
O resultado de responsividade obtido para a formulação contendo DBC é 
particularmente interessante, pois indica que os sistemas poderiam ser 
gastrorresistentes (ou seja, não sofreriam modificações no estômago ao serem 
administrados por via oral), com transição de fase apenas em regiões neutras ou 
mais alcalinas do intestino. Com hidrólise do DBC em meio neutro/alcalino,79 ocorre 
formação de n-decanol (que, por ser mais hidrofóbico, permanece ancorado na 
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partícula) e betaína (que, por ser mais hidrofílica, provavelmente difunde-se para o 
meio externo). A presença de n-decanol acarreta no aumento na curvatura negativa 
do sistema, uma vez que a cabeça carregada (resíduo de betaína) é perdida para o 
meio externo, o que diminui o fator de repulsão da porção ancorada. Um esquema 
da transição de fase lamelar para hexagonal reversa pode ser verificado na Figura 
31. Cabe mencionar que as fases líquido-cristalinas reversas são mucoadesivas e 
promotoras de permeação.80,81 Isso traz uma vantagem adicional a esse sistema, 
que teria não só a liberação sustentada por gatilho, mas também uma 
“mucoadesividade sustentadamente induzida”. Com base nos resultados, o sistema 
desenvolvido neste trabalho poderia ser aplicado para tratamentos pela via oral que 
necessitem de liberação no intestino, onde permaneceriam aderidos às paredes do 
lumen desse órgão (ou mesmo sendo absorvidos através das microvilosidades) 
proporcionando liberação sustentada no local.  
 
 
 
Figura 31: Representação esquemática das características estruturais da vesícula 
(L) e da fase hexagonal reversa (H2). Faixas de valores do parâmetro crítico de 
empacotamento (CPP) para L (esquerda) e H2 (direita). Imagens adaptadas da 
referência 80. 
 
Embora o tampão neutro (pH 7,4) não tenha induzido mudança na 
estrutura de fase da formulação contendo AOT, como mencionado acima, o tampão 
alcalino (pH 8,5) foi efetivo em causar alterações importantes no sistema. O contato 
da formulação contendo AOT com o tampão alcalino resultou em transição para uma 
mistura de fases líquido-cristalinas diferentes, como observado na Figura 28.  A 
princípio, foram identificados picos que podem ser indexados como fase cúbica 
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micelar Pm3n (√2: √5: 4), juntamente com uma provável fase hexagonal (1:√3) com 
parâmetro de rede de 5,48 nm. Como o AOT apresenta duas caudas, sua hidrólise 
total forma duas moléculas de 2-etilexanol (que, por ser hidrofóbico, permanece na 
partícula) e sulfosuccinato de sódio (que provavelmente é difundido para o meio 
aquoso), enquanto que sua hidrólise parcial resulta na formação de 2-etilexanol e 
monoésteres do sulfosuccinato sódico, os quais provavelmente permanecem na 
partícula). A representação das estruturas formadas após a hidrólise total e parcial 
do AOT pode ser visualizada na Figura 32. A extensão da hidrólise total das 
moléculas de AOT na partícula em relação à hidrólise parcial determina diferenças 
na proporção dos produtos de hidrólise formados que permanecem ancorados à 
partícula. Isso certamente impacta na estrutura de fase final, pois cristais líquidos 
liotrópicos são, por definição, sensíveis a mudanças na proporção dos seus 
componentes. Portanto, a maior complexidade do sistema contendo AOT quanto à 
composição após exposição a tampão alcalino pode explicar a mistura de fases 
observada na curva de SAXS. 
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Figura 32: Estruturas químicas formadas após hidrólise do AOT: (a) 2-etilexanol, (b) 
sulfosuccinato de sódio, (c) 1-carboxi-3-[(2-etilexil)oxi]-3-oxopropan-1-sulfonato de 
sódio e (d) 3-carboxi-1-[(2-etilexil)oxi]-1-oxopropan-2-sulfonato de sódio. 
 
68 
 
 
Para fins de comparação, avaliou-se o efeito da presença de cloreto de 
sódio 30 mM no lugar dos tampões, pois sabe-se que não só o pH, como também a 
força iônica, pode induzir transições de fase em sistemas líquido-cristalinos.42 A 
formulação contendo 10,0% (m/m) de AOT não apresentou mudança na estrutura de 
fase após 7 dias de contato com 30 mM de cloreto de sódio, mantendo-se como 
vesícula unilamelar. Portanto, a força iônica em si (na faixa empregada neste 
trabalho) não foi suficiente para induzir transições de fase, deixando mais evidente 
que a variação da concentração de íons H+ é o fator preponderante para a resposta 
do sistema. A formulação contendo 10,0% (m/m) de DBC, por sua vez, sofreu 
transição de fase para fase cúbica bicontínua do tipo Im3m após 7 dias de contato 
com 30 mM de cloreto de sódio. Embora, em um primeiro momento, possa parecer 
que a força iônica seja o fator responsável por essa resposta do sistema, é 
importante considerar que os tampões ácido e alcalino (com a mesma força iônica, 
30 mM) induziram transição para fase hexagonal reversa, de curvatura 
significativamente maior. A fase Im3m, dentre as fases não-lamelares reversas, é 
aquela que apresenta menor curvatura de suas bicamadas lipídicas. Portanto, 
pequenas alterações no sistema poderiam induzir uma mudança do tipo L(das 
vesículas unilamelares)   Im3m, que é uma fase intermediária entre a L e a 
hexagonal reversa no diagrama de fase. Embora o efeito da força iônica não possa 
ser totalmente descartado nesse caso, é bastante evidente que a variação da 
concentração de íons H+ teve papel decisivo na resposta do sistema.         
Medidas de DLS das formulações contendo DBC e AOT foram realizadas 
após contato com tampões de pH 7,4 e 8,5 (valores de pH em que foi verificada a 
hidrólise do DBC) e apenas 8,5 (valor de pH em que foi verificada a hidrólise do 
AOT). Considerando que os valores de polidispersidade se mostraram altos 
(superiores a 0,3), os diâmetros foram determinados apenas a partir do algoritmo 
CONTIN. Estes foram iguais a 319 ± 31 nm e 484 ± 34 nm (triplicatas de lote) para 
as formulações contendo DBC em tampões de pH 7,4 e 8,5, respectivamente. As 
respectivas curvas de distribuição de tamanho de nanopartículas por intensidade 
podem ser verificadas na Figura 33.  
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Figura 33: Curvas de distribuição de diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas por 
intensidade de espalhamento para a formulação contendo 10,0% (m/m) de DBC em 
tampões de pH (a) 7,4 e (b) 8,5 (triplicatas de lote, algoritmo CONTIN). 
 
Por sua vez, a formulação de fitantriol contendo AOT previamente 
exposta a tampão com pH 8,5 apresentou diâmetro de 202 ± 22 nm (triplicata de 
lote). A curva de distribuição de tamanho por intensidade encontra-se representada 
na Figura 34. 
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Figura 34: Curvas de distribuição de diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas por 
intensidade de espalhamento para a formulação contendo 10,0% (m/m) de AOT em 
tampão de pH 8,5 (triplicata de lote, algoritmo CONTIN). 
 
A formulação contendo éster decílico de indometacina não apresentou 
mudança no perfil de SAXS após exposição aos diferentes tampões, como pode ser 
verificado na Figura 35. Tal fato poderia ser explicado pela hidrofobicidade do éster 
(a) (b) 
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de indometacina, que se localizaria no interior da bicamada do sistema líquido-
cristalino. Com isso, haveria maior dificuldade de acesso dos íons H+ e OH- ao 
carbono carbonílico, dificultando sua hidrólise. Uma segunda hipótese estaria 
relacionada à resistência da molécula às condições de hidrólise, independentemente 
da sua localização na nanopartícula. Cabe salientar que a força iônica, avaliada por 
meio da adição de 30 mM de cloreto de sódio à formulação, tal qual descrito 
anteriormente para as amostras com AOT e DBC, não foi um fator capaz de alterar a 
estrutura de fase do sistema. A curva de SAXS da formulação com 10,0% (m/m) de 
éster decílico de indometacina e 30 mM de cloreto de sódio não apresentou 
mudanças em relação àquela da formulação sem cloreto de sódio (dados não 
mostrados). 
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Figura 35: Curvas de SAXS para a formulação de nanopartículas de fitantriol com 
10,0% (m/m) de éster decílico de indometacina, na presença de tampões com 
diferentes valores de pH. 
 
A hipótese de que a ausência de responsividade estaria relacionada à 
não-ocorrência de hidrólise do éster foi verificada dissolvendo-se o pró-fármaco em 
uma solução de etanol em água (1:100 v/v) contendo os tampões, a qual foi 
posteriormente analisada pela técnica de UPLC-UV. Na Figura 36a, é possível 
verificar o cromatograma da indometacina (amostra comercial), com pico surgindo 
em tempo de retenção de aproximadamente 0,8 min. Este pico foi utilizado como 
parâmetro para identificação da possível hidrólise do pró-fármaco, visto que um dos 
produtos dessa reação seria a indometacina. Por sua vez, na Figura 36b é possível 
verificar o pico correspondente ao éster decílico de indometacina em tempo de 
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retenção de aproximadamente 2,4 min. Após a adição dos tampões à solução 
contendo o éster, o pico relacionado ao mesmo continuou sendo observado, ao 
mesmo tempo em que não foi possível verificar a formação do pico de indometacina 
em 0,8 min. Logo, descarta-se a possibilidade de que o éster decílico de 
indometacina apresente dificuldade de contato com os íons H+ e OH- por estar 
localizado no interior da bicamada na formulação de fitantriol, pois no ensaio 
descrito, o éster estaria completamente dissolvido no meio. Nesse caso, 
presumivelmente, condições mais extremas que aquelas utilizadas nesse trabalho 
seriam necessárias para a hidrólise do éster.  
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Figura 36: Cromatogramas para soluções de etanol/água (1:100 v/v) contendo (a) 
indometacina (tempo de retenção de 0,8 min) e (b) éster decílico de indometacina 
(tempo de retenção de 2,4 min). As soluções de éster decílico de indometacina 
foram expostas aos tampões ácido acético/acetato de sódio pH 3,9 e 5,5 e fosfato 
de potássio pH 7,4 e 8,5. 
 
Medidas de DLS avaliadas por intensidade (algoritmo CONTIN) indicaram 
que, independentemente da concentração de íons H+, os tamanhos das 
nanopartículas contendo 10,0% m/m de pró-fármaco corresponderam a 130 e      
572 nm (duas populações). As curvas de distribuição de tamanho das 
nanopartículas por intensidade e por número se mostraram muito similares àquelas 
ilustradas na Figura 26, que correspondem às respectivas formulações sem adição 
de tampão. 
Os resultados obtidos nessa etapa do estudo evidenciaram que a 
(a) (b) 
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utilização de surfactantes catiônicos e aniônicos como aditivos são estratégias 
altamente promissoras para tornar nanopartículas líquido-cristalinas responsivas à 
variação da concentração de íons H+ como gatilho. Por outro lado, o pró-fármaco 
escolhido neste estudo não conferiu responsividade ao sistema frente à variação da 
concentração de íons H+. Embora a hidrólise não tenha ocorrido no caso da 
formulação contendo éster decílico de indometacina, estudos envolvendo outros pró-
fármacos devem ser feitos utilizando a concentração de íons H+ como gatilho, a fim 
de considerar o grau de sucesso e limitações dessa estratégia sob uma perspectiva 
mais ampla. 
 
4.5. Efeito das lipases na estrutura de fase das nanopartículas 
Os aditivos propostos nesse trabalho apresentam ligação éster, podendo 
ser sensíveis não só à concentração de íons H+ como também à ação de lipases 
presentes no organismo. Além disso, o próprio pró-fármaco proposto (éster decílico 
de indometacina) poderia ser um substrato para lipases, com liberação sustentada 
do fármaco modelo (nesse caso, indometacina) na presença da enzima como 
gatilho. Nesse sentido, investigou-se se os aditivos incorporados nas formulações 
poderiam ser substratos de lipase, formando produtos de hidrólise enzimática 
capazes de alterar a estrutura de fase das nanopartículas, passando de niossoma 
para estruturas de fase capazes de liberação mais rápida. A mesma avaliação foi 
realizada para a formulação contendo pró-fármaco. 
As formulações contendo 10,0% (m/m) de aditivo (surfactantes ou pró-
fármaco) inicialmente foram expostas à CALB e à RMNL (empregadas como lipases-
modelo nesse estudo) e, após 2 dias, diretamente injetadas em espectrômetro de 
massas com ionização por eletronebulização. Para fins de comparação, realizou-se 
um experimento-controle com a formulação sem aditivos. Os resultados (Anexo II) 
não mostraram diferença na composição das amostras antes e após tratamento. 
Paralelamente, as amostras de pró-fármaco foram analisadas por cromatografia 
líquida de ultra-eficiência acoplada a detector espectrofotométrico (UPLC-UV). Da 
mesma forma, não se observou produtos de hidrólise do pró-fármaco, mesmo após 
2 dias de contato das amostras com a enzima (Anexo II). A partir dos resultados 
obtidos, levantou-se duas possibilidades: 1) os ésteres avaliados (AOT, DBC e pró-
fármaco) não são substratos adequados para as lipases empregadas, ou 2) os 
ésteres são substratos adequados, porém o sítio ativo da enzima não é capaz de 
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acessá-los no interior da nanopartícula. Nesse caso, o estabilizante Pluronic® F-127 
provavelmente atuaria como uma barreira, provocando impedimento estérico. Para 
verificar a primeira hipótese, foram realizados ensaios preliminares com o éster 
decílico de indometacina disperso em emulsão, de forma a facilitar o contato do 
mesmo com as enzimas. Resultados de UPLC-UV com o pró-fármaco mostraram 
que não houve hidrólise causada pelas enzimas. Medidas de SAXS das formulações 
contendo 10,0% (m/m) de AOT, DBC e pró-fármaco na presença das lipases (dados 
não mostrados) também não apontaram para mudanças de fase, a qual se manteve 
cúbica com simetria Pn3m.  
Mesmo à luz desses resultados, buscou-se verificar o efeito do Pluronic® 
F-127 como barreira. Para isso, foi proposta a incorporação de polissorbato 20 à 
formulação sem aditivos. A escolha do polissorbato 20 foi baseada no fato de que o 
efeito das enzimas de CALB e RMNL em sistemas dispersos de fitantriol 
estabilizados por polissorbato 80 vem sendo estudado por nosso grupo de 
pesquisa,69 com resultados bastante promissores. Nesse estudo, o substrato 
(polissorbato 80) cumpria também a função de estabilizante, sem adição de 
Pluronic® F-127.  Nesse sentido, optou-se por incorporar o polissorbato 20, pela sua 
semelhança estrutural com o polissorbato 80 e tamanho médio da cadeia hidrofóbica 
(C12), mais próximo ao tamanho de cadeia dos aditivos e do pró-farmaco 
empregados no decorrer do presente trabalho de mestrado. Na Figura 37a é 
possível verificar as estruturas do polissorbato 20 e do polissorbato 80. Nesta 
formulação, cabe salientar novamente que o Pluronic® F-127 foi mantido como 
estabilizante, a fim de verificar se o mesmo poderia atuar como uma “barreira” 
estérica adicional ao acesso da lipase ao substrato (polissorbato 20) na partícula. Os 
resultados (Anexo III) não mostraram diferença na composição das amostras antes 
e após a ação das enzimas. Portanto, não houve hidrólise, sugerindo que o efeito de 
barreira do Pluronic® F-127 pode levar a uma proteção de aditivos frente a ação 
enzimática. Embora esse resultado seja oposto àquele buscado neste trabalho (ou 
seja, responsividade às enzimas), não deve ser visto como um resultado negativo. 
Tal resultado abre uma interessante perspectiva de investigação futura. O efeito de 
barreira pode ser particularmente interessante em casos onde é necessária a 
proteção de moléculas ativas sensíveis à hidrólise enzimática.  Um exemplo de 
potencial aplicação seria o caso de compostos peptídicos bioativos, como a insulina.  
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Figura 37: Estruturas químicas dos surfactantes (a) polissorbato 20 e (b) 
polissorbato 80. Em ambos os casos x+y+z+w= 20.       
                                                                        
4.6. Cinética de liberação de molécula modelo 
Após o estudo do efeito dos gatilhos nas formulações contendo 
surfactantes como aditivos, buscou-se investigar como diferentes estruturas das 
mesofases poderiam influenciar na cinética de liberação de uma molécula modelo. O 
objetivo desta etapa do estudo consistiu em realizar o acompanhamento cinético da 
liberação a partir de diferentes estruturas previamente obtidas (caracterizadas nesse 
trabalho ou em trabalhos anteriores do grupo) sem que as mesmas sofressem 
qualquer transição de fase ao longo do experimento. Futuramente, espera-se 
correlacionar esses dados, descritos a seguir, com estudos de liberação nos quais a 
estrutura de fase é modificada ao longo do tempo por um dos gatilhos avaliados. Os 
estudos de liberação restringiram-se a formulações de cubossomas (sistema 
fitantriol/água), hexossomas (sistema fitantriol/água e 10,0% m/m de dodecilamina) e 
niossomas (sistema fitantriol/água e 10,0% m/m de AOT), nas quais se incorporou 
uma molécula modelo que não sofre modificação química pelos gatilhos estudados. 
Propôs-se empregar o sal sódico de fluoresceína como molécula modelo hidrofílica 
em função da presença de cromóforo na sua estrutura e alto coeficiente de 
absortividade molar.71  
Inicialmente, foram estabelecidas as condições do método analítico para 
a quantificação do sal sódico de fluoresceína por espectroscopia de absorção no 
UV-visível. A fim de verificar o comprimento de onda máximo no qual ocorre 
absorção da molécula, realizou-se varredura de solução aquosa da mesma                   
(0,8 µg mL-1), na faixa de 200 a 800 nm. Paralelamente, uma solução diluída de 
formulação sem aditivos ou molécula modelo, aproximadamente na proporção             
(a) (b) 
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1:10 (v/v) em água, foi analisada nas mesmas condições. Os espectros podem ser 
verificados na Figura 38. Observou-se a presença de uma banda de absorção em 
490 nm para a solução do sal sódico de fluoresceína, a qual não é vista para a 
formulação de cubossomas. Logo, nesse comprimento de onda, as nanopartículas 
não interferem nos resultados de quantificação da molécula modelo. Essa medida da 
especificidade do método é importante, pois permite conhecer o efeito da matriz 
sobre o sinal referente à quantificação do analito. Mesmo que no experimento de 
diálise para determinar o perfil de liberação a formulação permaneça confinada no 
interior do saco de celulose e apenas a análise do meio externo seja realizada, 
determinados componentes da matriz poderiam difundir para o meio externo em 
concentração suficiente para interferir no resultado. Obviamente, essa especificidade 
refere-se à formulação de cubossomas, podendo ser extrapolada para outros tipos 
de sistema. 
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Figura 38: Espectros de absorção para (a) solução aquosa de sal sódico de 
fluoresceína e para (b) formulação diluída de cubossomas.                                                                                        
 
Para determinar a faixa linear do método a ser utilizada no experimento, 
três curvas de calibração do sal sódico de fluoresceína advindas de três soluções-
mãe (1,0 mg ml-1) diferentes foram preparadas, nas concentrações de 0,01, 0,05, 
0,1, 0,5, 0,7 e 1,0 µg mL-1 para determinar a faixa linear do método de quantificação. 
Os valores médios das três curvas podem ser visualizados na Figura 39.  
 
(a) (b) 
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Figura 39: Média das três curvas de calibração do sal sódico de fluoresceína em 
água, determinadas por espectroscopia de absorção molecular na região do UV-
visível a 490 nm. 
 
Nesse gráfico também é possível verificar o ajuste dos dados à equação 
de uma reta pelo método de mínimos quadrados, cujo coeficiente de correlação (R) 
foi igual a 0,9991. Portanto, a faixa escolhida é adequada para os experimentos de 
quantificação da molécula modelo. 
Previamente ao experimento de liberação propriamente dito, 
desenvolveu-se um método semi-automático para quantificação da liberação do sal 
sódico de fluoresceína, o qual foi previamente descrito no item 3.9 (Métodos). Nesse 
sistema, o qual pode ser verificado na Figura 40, o meio no qual é imerso o saco de 
diálise contendo a formulação permanece sob fluxo constante em cubeta apropriada 
adequadamente posicionada no espectrofotômetro. Com isso, é possível programar 
leituras da absorbância do meio em tempos pré-determinados. 
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Figura 40: Método semi-automático desenvolvido para estudo da cinética de 
liberação de fármacos. As setas em vermelho indicam a direção e o sentido do fluxo 
do meio externo. A figura à esquerda mostra a membrana de diálise contendo 
amostra para acompanhamento da liberação de sal sódico de fluoresceína como 
molécula modelo.     
 
Como pode ser verificado nos perfis de liberação apresentados na Figura 
41, a molécula modelo em solução difunde completamente do interior do saco para o 
meio externo após 5 horas do início da diálise. Porém, quando a mesma é 
incorporada à fase cúbica bicontínua, a liberação de 98% do teor total ocorre apenas 
após 15 horas. Para a fase hexagonal, como já esperado, a liberação foi retardada 
em relação à fase cúbica, de forma que apenas 30% da molécula modelo foi 
liberada após 30 horas do início da diálise. Cubossomas e hexossomas sem 
molécula modelo (controles) não apresentaram absorbância ao longo do 
experimento. Curiosamente, a formulação de niossoma sem molécula modelo (ou 
seja, sem cromóforos) apresentou valores de absorbância ao longo do tempo que 
poderiam indicar a passagem dessas nanopartículas através dos poros da 
membrana de diálise, resultando em espalhamento do feixe de luz incidente. Esse 
espalhamento foi detectado pelo equipamento como absorbância. Essa possível 
flexibilidade dos niossomas desenvolvidos nesse trabalho poderia ser oriunda da 
presença de cargas elétricas em sua superfície.82–84 Romero e Morilla82 já relataram 
previamente aumento da permeação de fármacos encapsulados em vesículas 
carregadas em modelo de pele animal. Embora mais estudos sejam necessários 
para comprovar essa hipótese, abre-se a possibilidade de utilização desses 
sistemas como promotores de permeação. Devido à possível permeabilidade dos 
niossomas através da membrana de diálise, a liberação da molécula modelo a partir 
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desse sistema não foi considerada neste trabalho, pois a confiabilidade da 
quantificação da molécula modelo liberada para o meio externo ficaria 
comprometida.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 41: Curvas de (a) absorbância e (b) liberação para formulações contendo a 
molécula modelo sal sódico de fluoresceína (FL), bem como perfis obtidos a partir 
dos sistemas dispersos sem FL (controles).     
 
Espera-se que sistemas vesiculares apresentem liberação 
consideravelmente lenta de fármacos incorporados em sua cavidade interna. Nesse 
sentido, a transição de vesícula para hexossoma promovida por variação da 
concentração de íons H+ como gatilho poderia ser uma alternativa interessante no 
que tange a liberação de fármacos por demanda do meio externo. A provável 
flexibilidade amentada dos niossomas desenvolvidos nesse estudo, poderia levar ao 
alcance facilitado do local de ação pelo aumento da permeação. Na presença do 
gatilho adequado no local de ação, o conteúdo aprisionado no interior da vesícula 
seria liberado devido à transição da estrutura para fase hexagonal reversa. A 
Camurus85, empresa sueca, vêm adquirindo estreita colaboração com os fabricantes 
de produtos farmacêuticos possibilitando a introdução no mercado de sistemas de 
administração de fármacos via rotas parenterais, orais e tópicas, compreendendo 
como carreadores os Hexossomas®, Cubossomas® e FlexossomasTM. Alguns 
produtos inclusive já se encontram disponíveis para utilização. Esse fato permite que 
sistemas como o desenvolvido nesse trabalho apresentem reais possibilidades de 
aplicação para fins terapêuticos. 
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5. CONCLUSÕES  
O desenvolvimento de cubossomas de fitantriol com alta estabilidade 
cinética foi fundamental como ponto de partida para o desenvolvimento desse 
trabalho. Os sistemas apresentaram estrutura cúbica bicontínua reversa de simetria 
Pn3m, em conformidade com relatos prévios da literatura. Verificou-se que o método 
de preparação e a proporção fitantriol/Pluronic® F-127 influenciam na estabilidade 
cinética e também no aparecimento concomitante de niossomas, além dos 
cubossomas, nas formulações.  
A incorporação dos surfactantes carregados cliváveis AOT e DBC às 
nanopartículas de fitantriol teve como finalidade obter sistemas capazes de 
responder sustentadamente à variação da concentração de íons H+ e lipases como 
gatilhos. Inicialmente, buscou-se proporções entre os componentes das formulações 
que resultassem em estruturas de fase diversas daquela originalmente adotada por 
nanopartículas de fitantriol, preferencialmente que pudessem resultar em perfis de 
liberação mais lenta de fármacos. Esse objetivo foi alcançado utilizando-se 10,0% 
(m/m) dos aditivos em relação ao fitantriol, o que permitiu a perda da estrutura 
cúbica bicontínua e a formação de vesículas unilamelares.  
Os sistemas contendo AOT e DBC foram responsivos apenas a 
determinadas faixas de pH. A formulação contendo AOT exposta a ambiente alcalino 
(pH 8,5), apresentou transição para uma mistura de fase cúbica micelar Pm3n e fase 
hexagonal reversa. A coexistência dessas fases provavelmente ocorreu como 
consequência da formação de diferentes produtos de hidrólise do AOT. O sistema 
contendo AOT não sofreu alterações em meio neutro (pH 7,4) ou ácido. Por sua vez, 
a formulação contendo DBC sofreu transição para fase hexagonal (sem coexistência 
de outras fases) em meio alcalino. O mesmo comportamento ocorreu para essa 
formulação após exposição a ambiente neutro (pH 7,4). A formulação resistiu a 
modificações na estrutura de fase em ambientes ácidos, abrindo a possibilidade de 
aplicações que exijam gastrorresistência.  
Paralelamente, estudos foram realizados incorporando-se éster decílico 
de indometacina, que potencialmente aliaria as características de pró-fármaco 
(indometacina) e de aditivo formado in situ (n-decanol) em resposta aos gatilhos. No 
entanto, o éster decílico de indometacina não ocasionou qualquer mudança na 
estrutura de fase dos sistemas em resposta à variação da concentração de íons H+ e 
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lipase. Evidenciou-se que o mesmo não foi hidrolisado pelos gatilhos, mesmo em 
solução hidroetanólica.  
As lipases empregadas nesse estudo não foram capazes de clivar os 
surfactantes AOT e DBC incorporados às nanopartículas. Observou-se, por ensaios 
conduzidos com sistemas contendo polissorbato 20 como aditivo clivável capaz de 
atuar como substrato de lipase, que o revestimento de Pluronic® F-127 das 
nanopartículas provavelmente atua como uma barreira, dificultando a ação das 
enzimas sobre substratos incorporados a esses sistemas.  
Ensaios de liberação a partir de diferentes estruturas de fase, utilizando-
se sal sódico de fluoresceína como molécula modelo, confirmaram que cubossomas 
proporcionam liberação consideravelmente mais rápida que hexossomas, A 
avaliação do perfil de liberação a partir de niossomas não foi possível, pois os 
resultados de liberação empregando-se niossomas sem molécula modelo (controle) 
sugeriram que os mesmos atravessaram os poros da membrana de diálise. Isso é 
possível por meio de uma flexibilidade aumentada da bicamada lipídica, conferida 
pelas espécies carregadas ali presentes e/ou seu reduzido tamanho. Embora mais 
evidências sejam necessárias para comprovar essa maior flexibilidade dos 
niossomas, a combinação dessa característica (que levaria ao aumento da 
permeação) com a responsividade a meio alcalino e proteção frente a enzimas 
hidrolíticas conferida pelo revestimento de Pluronic® F-127 abre excelentes 
perspectivas de aplicação dos sistemas pela via oral, com liberação do fármaco sob 
demanda no local de ação.  
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a  b  s  t  r a  c t
The formation of significant  proportions  of liposomes  during  the  preparation  of dispersed  cubic  phase
particles presents a problem in trying  to  understanding  cubosome  behavior  with  a view to use  in applica-
tions  such as  drug  delivery. In  this  study,  the  variables impacting  on liposome  formation during  cubosome
production  were  interrogated.  Bottom-up  (BU)  and top-down  (TD)  approaches  were  employed  to pre-
pare submicron  sized liquid  crystalline  dispersions  (cubosomes) of phytantriol  in water with  varying
amounts of Pluronic®F127 (F127) as  a stabilizer.  In  the  BU  approach,  ethanol was  used as  a  hydrotrope
and was later  removed  using a rotary evaporator,  whereas in the  TD approach  the  bulk liquid  gel was
dispersed using  ultrasonication.  We  aimed at finding  the  optimum  ratio of phytantriol-to-F127  resulting
in  stable,  liposome-free dispersions,  whether  this depends  on the  preparation  method and the  resulting
morphology  of the  particles.  The  average  particle  size  and zeta potential of the  samples  were  measured
using dynamic  light  scattering (DLS).  Cryogenic transmission  electron  microscopy  (Cryo-TEM)  images
showed  a substantial  number  of liposomes  in addition  to  cubosomes in the  dispersion containing  4–1
(w/w)  phytantriol-to-F127  prepared  by  the  BU  approach  compared  to  very  low  liposome  content with
the  TD  approach.  The  effects  of the  amount  of F127  in both  approaches,  amount  of ethanol on  the  BU
method  and  temperature  on the  TD  method  were  investigated  using  small-angle  X-ray  scattering (SAXS).
The cubosomes  displayed  cubic  double-diamond  (Pn3m) internal  structure  with  a  lattice  parameter of
approximately 6 nm. In  summary  using  the  TD  approach, with  4:1  phytantriol:F127  provided  stable
cubosome  dispersion with  minimal  liposome  co-existence.. Introduction
Liquid crystalline phases (mesophases) are comprised of
mphiphilic molecules, which are organized spontaneously in
ater, and have great structural versatility. Much interest has
een drawn on the inverse bicontinuous cubic phases (BCP),
hich contain two three-dimensional, interpenetrating but  non-
ommunicating water channels divided by a lipid bilayer [1].
ubosomes are individual nanoparticles formed by the dispersion
f the BCP  in water [2].  They display low viscosity, high heat sta-
ility, large surface area, exist over a  useful temperature range
4–40 ◦C) and can be found in almost any dilution level [3],  as
pposed to more hydrophilic liquid crystalline systems that will
∗ Corresponding author.
E-mail address: wloh@iqm.unicamp.br (W. Loh).
ttp://dx.doi.org/10.1016/j.colsurfb.2016.05.091
927-7765/© 2016 Elsevier B.V. All  rights reserved.© 2016  Elsevier B.V.  All  rights  reserved.
transform into micelles at higher dilutions. Larsson et al. first
applied cubosomes as controlled delivery systems [4,5] and since
then they have been used to deliver a variety of active compounds
[6].  They are ideal candidates for delivery of active compounds,
due to  their inexpensive raw materials, enhanced payload and their
potential for releasing their cargo in  a sustained release manner [7].
Cubosome preparation can be achieved through two
approaches: top-down (TD) and bottom-up (BU) techniques.
In the TD route the bulk cubic phase is dispersed into an aque-
ous solution using high energy which can be created by either
sonication, shearing or high-pressure homogenization [8]. The TD
method has been reported by Ljusberg-Wahren [9]  and is  the most
commonly used technique for the preparation of cubosomes [10].
It  is a  rapid method which forms cubosomes with a  size below
200 nm and low polydispersity [11].  However, a  drawback of this
method is that it is  only feasible in  a  small scale [12].  Furthermore,
this approach requires high thermal/mechanical energies which in
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urn can cause problems in  the incorporation of labile compounds
uch as proteins and peptides [13].
In the BU method also referred to as the solvent dilution, liquid
recursor or hydrotope method, a  single-phase solution is diluted
nto a two phase system consisting of cubosomes and an aqueous
hase [11].  This is a more recently developed technique first intro-
uced by Spicer and coworkers [2].  It requires low energy and takes
dvantage of the miscibility of an auxiliary solvent (e.g., ethanol) in
 continuous aqueous phase. Upon the addition of excess water,
ipid droplet nucleation occurs and the mixture spontaneously
hase separates and the cubosomes precipitate [12]. The main
dvantage of this method compared to  the TD technique is  that less
nergy is required to form the dispersions, which allows for large
cale preparation of cubosomes [14] and is particularly preferred
n case of incorporation of sensitive compounds [15]. However, the
ain disadvantages of the BU method are the difficulties in  control-
ing particle size  and the possible presence of solvent in the final
ample, which is often incompatible with solvent-sensitive com-
ounds incorporated in the cubosomes such as proteins and may
e unacceptable for medical applications [15].
The most frequently investigated liquid crystal structures for
iomedical applications are prepared by cubic mesophases of
nsaturated monoglycerides (GMO) and phytantriol (3,7,11,15-
etramethyl-1,2,3-hexadecanetriol) that are  capable of forming
iscous reverse phases (hexagonal and bicontinuous cubic) in
xcess water under physiological conditions and temperature. Phy-
antriol has gained more recent interest in the biomedical field
ompared to monoglycerides due to  several reasons, such as supe-
ior chemical stability compared to monoglycerides due to the
bsence of the ester group [16],  and availability of commercial phy-
antriol with 95% purity, whereas monoglycerides are produced
rom various sources which have significantly different purities
17]. Cubosomes require the addition of another surfactant to
inetically stabilize these colloidal dispersions against aggregation.
luronic®F127 is  a  nonionic linear triblock polymer that contains a
olypropylene oxide block (PPO) between two polyethylene oxide
locks (PEO) [18] and acts as a steric stabilizer via  the adsorption
nd incorporation of its hydrophobic PPO blocks onto the surface
f the nanoparticles while also maintaining the inner cubic phase
tructure [19].
In a number of studies, researchers have investigated the prepa-
ation of cubosomes via the TD and BU methods and aimed at
ptimizing the preparation procedure for producing cubosomes
ith consistent size and structure. Rizwan et al. first reported the
reparation of phytantriol cubosomes using the BU method and
ompared them to cubosomes made by  TD method. They investi-
ated the effect of the hydrotrope concentration and type as well
Fig. 1. Chemical structure of (a)  phyt: Biointerfaces 145 (2016) 845–853
as the lipid-to-stablizer ratio on the cubosome formation [12].
Recently, Kim and coworkers used the BU  approach to prepare
cubosomes of phytantriol, F127, and vitamin E. An ethanolic solu-
tion was  used to  dissolve phytantriol, the stabilizer and vitamin E.
Upon the addition of deionized water, bilayer vesicles were formed.
After the removal of ethanol from the aqueous mixture, vesicles
were converted to cubosomes with well-defined internal structures
studied by cryo-TEM and SAXS [13].
There have been several reports on the coexistence of lipo-
somes in  the cubosome preparations which can make it difficult
to  interpret experimental results aimed at understanding cubo-
somes behavior [20–23]. In order to evaluate whether cubosomes
have true benefit over other particles such as liposomes it is crucial
to understand and, where possible, to eliminate the production of
coexisting liposomes in  cubosome dispersions.
Therefore, in this study, we aim to  determine the critical compo-
sitional and processing determinants in  avoiding coexisting vesicle
production in  the preparation of phytantriol-F127 cubosomes. For
this purpose, we  applied BU (using ethanol in  a  solvent displace-
ment method) and TD (using ultrasonication) approaches while
varying the F127 concentration to find the optimum procedure. We
also investigated the effects of ethanol added in  the BU method and
temperature increase by ultrasonication in  the TD method on the
internal structure of the dispersions. Such information can assist in
making decisions in  choosing the approach to prepare cubosomes
for various applications.
2. Experimental
2.1. Materials
Phytantriol (3,7,11,15-tetramethyl-1,2,3-hexadecanetriol) was
purchased from SARFAM (São Paulo, Brazil) and used as received.
Pluronic®F127 (PEO98-PPO67-PEO98) with an average molar mass
of 12,600 Da was acquired from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
(Fig. 1). Deionized water (Milli-Q, Millipore Corp., Bedford, MA)  was
used to prepare all aqueous samples.
2.2. Methods
2.2.1. Cubosome preparation
2.2.1.1. Top-down method. Phytantriol (200 mg) was weighed into
a glass vial and heated at 40 ◦C until free flowing. Aqueous solution
(10 mL) containing different concentrations of F127, prepared from
a 2 wt% stock solution of F127, were added to  the vial containing
phytantriol (Table 1). Subsequently, this mixture was homogenized
by ultrasonication (Hielscher, Teltow, Germany) at 40 ◦C, amplitude
antriol and (b) Pluronic®F-127.
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Table  1
Summary of compositions of samples, size, PDI and zeta potential (n  =  3 ±  s.d., triplicate of independent preparations). BU: bottom-up method and TD: top-down method,
the  numbers in the sample names refer to  the phytantriol: F127 ratio.
Sample Composition (phytantriol:F127) Size ± SD (nm) PDI Zeta Potential ± SD (mV)
BU-0.5 1:2 330 ± 50 0.43 −23 ± 1
BU-1  1:1 300 ± 20 0.26 −25 ± 3
BU-2  2:1 330 ± 60 0.19 −25 ± 4
BU-4  4:1 320 ± 60 0.17 −26 ± 5
BU-9  9:1 300 ± 70 0.18 −21 ± 8
BU-18  18:1  320 ± 150 0.16 −28 ± 4
BU-49  49:1  330 ± 80 0.17 −23 ± 3
TD-0.5 1:2 190 ± 5 0.21 −23 ± 4
TD-1  1:1 153 ± 5 0.14 −25 ± 8
TD-2  2:1 180 ± 3 0.20 −28 ± 2
203 ±
290 ±
290 ±
270 ±
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TD-9  9:1 
TD-18 18:1  
TD-49 49:1  
0%, pulse cycle 1 for 30 min  until a  milky dispersion was formed.
o study the effect of ethanol on the cubosome formation, different
mounts of ethanol were added to the F127 aqueous solution. In
rder to examine the influence of the initial temperature on the
ubosomes, they were also prepared at 60 and 70 ◦C.
.2.1.2. Bottom-up method. Two solutions were prepared: Solution
 contained 200 mg  of phytantriol dissolved in  20 mL  of ethanol in
 glass bottle. Solution 2 consisted of dissolving varying amounts of
127 into 45 mL  of water (Table 1). Solutions were initially kept at
0 ◦C under constant stirring for 20 min. Afterwards, solution 1 was
dded dropwise into solution 2. The resulting medium was  stirred
nd heated at 40 ◦C for an additional 10 min. Subsequently, the solu-
ion was brought to  rotary evaporator (IKA® Works, Guangzhou,
hina) at 40 ◦C under vacuum where most of the ethanol, and a  pro-
ortion of the water were removed until less than 10 mL  solution
as left (t ≈ 50 min). Finally, the medium was stored into 10-mL
ials and filled with deionized water up to a  final volume of 10 mL.
.2.2. Dynamic light scattering (DLS) and zeta potential
easurements
Particle size (Z-average), polydispersity index (PDI), and zeta
otential values of the dispersions were determined using a
ynamic light scattering instrument (Malvern Zetasizer 3600,
alvern, UK) at an angle of 173◦. Measurements were performed
t 25 ◦C and the data were the mean of three successive analyses
100 s) for at least three independent samples. The dispersions were
iluted with water to adjust the signal level. The stability of the
iluted formulations over time was also investigated.
.2.3. Cryogenic transmission electron microscopy (Cryo-TEM)
Cryo-TEM was used to  study the morphology of the samples
repared by rotary evaporator or ultrasonicator. A droplet (3 L) of
ample was deposited on a  300 mesh lacey carbon-coated copper
rid (TED Pella, Redding, USA). This mesh was previously subjected
o a glow discharge treatment using a  easiGlow discharge system
Pelco) with 15 mA  negative current for 10 s.  Specimens were pre-
ared in  a  controlled environment. The temperature and humidity
ere set to  22 ◦C and 100%, respectively in an automated vitrifica-
ion system (Vitrobot Mark IV, FEI, The Netherlands). The vitreous
pecimen was transferred to a  Jeol JEM-2100 transmission electron
icroscope operating at 200 kV. Samples were analyzed in  low dose
ondition with the defocus ranging from −2  up to −4 m. Images
ere acquired through F-416 CMOS camera and software EMMENU
ersion 4.0.9.52 (TVIPS, Germany). 4 0.16 −25 ± 3
 30 0.32 −23 ± 1
 40 0.33 −30 ± 7
 40 0.30 −25 ± 3
2.2.4. Small angle X-ray scattering experiments (SAXS)
SAXS measurements were performed to identify the different
liquid crystalline structures and space groups for the dominant
internal nanostructures of the dispersions. Experiments were per-
formed at SAXS1 and SAXS2 beamlines of the Brazilian Synchrotron
Laboratory (LNLS, Campinas, Brazil). Samples were positioned in  a
cell with a  mica window under a  water-bath temperature control
at 37 ◦C. The wavelength of X-rays was  1.608 Å and the sample-to-
detector distance was 600 mm.  The scattering angle was  calibrated
with silver behenate standard. The acquisition time for each sam-
ple was 60 s.  Fit2D software was  employed to integrate CCD images
as well as to subtract parasitic background and solvent scattering
(blank), if needed.
Based on the relative peak positions in  the SAXS curves (q), the
cell parameter (a) was determined for the liquid crystalline dis-
persions in  relation to the Miller indices (hkl)  using the following
equation (Eq. (1)):
(
q
2
)2
=
(
1
a
)2 (
h2 + k2 + l2
)
2.2.5. Statistical analysis
Results are  shown as mean ± SD from at least three mea-
surements. Statistical difference between the mean values was
calculated using ANOVA one-way analysis (Origin 8.1 SR3,
Northampton, MA,  USA). Probability values P <  0.05 were consid-
ered significant.
3. Results and discussion
3.1. Visual analysis
The physical appearance of the different cubosomes with vary-
ing F127 to  phytantriol ratios prepared by the BU and the TD
approaches are shown in  Fig. 2a  and b, respectively. All  formula-
tions displayed a white opaque appearance due to strong Rayleigh
scattering to visible light and, due to  their well defined liquid
crystalline structure, display sharp scattering peaks in SAXS plots
(Fig. 5a and b) [23]. Samples BU-0.5 and TD-0.5 containing the high-
est amount of F127 (50%), were more transparent compared to  the
other samples probably due to  formation of mixed micelles, that
are smaller than cubosomes, as apparent by  the disappearance of
the cubic phase peaks in Fig. 5a  and b.  Except for BU-4 and TD-4 as
shown in  Fig. 2c (containing 20% F127 relative to phytantriol) all
samples contained visible larger aggregates on the vial walls. The
aggregates were larger as the F127 concentration was decreased
(R-49 in Fig. 2). The instability of dispersions at low F127 concen-
trations is probably due to the nonsufficient density of the sterically
848 S.P. Akhlaghi et al. / Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 145 (2016) 845–853
F  prep
( 7 (BU
s
h
l
c
m
m
B
cig. 2. Physical appearances of cubosomes with different phytantriol-to-F127 ratio
TD) method using the ultrasonicator, (c) vials with 4–1 ratios of phytantriol-to-F12
tabilizing polymer at the particle surfaces [21].  In the literature, it
as been mostly reported that  an F127 concentration of 10% w/w vs.
ipid (i.e. 9–1 lipid-to-F127) is required to produce aggregate-free
ubosomes. However, our results show that for both preparation
ethods F127 20% w/w vs. lipid (i.e. 4–1 lipid-to-F127) results in
uch more homogenous and stable cubic dispersions. Therefore,
U-4 and TD-4 were considered for more detailed studies with
ryo-TEM and stability analyses.ared by (a)  bottom-up (BU) method using the rotary evaporator and (b) top-down
-4 and TD-4).
3.2. Dynamic light scattering (DLS) and zeta potential
measurementsDynamic light scattering measurements were used to assess
the size distribution and surface charge of the cubosomes and to
understand the visual changes in  the dispersions. Table 1  sum-
marizes the compositions of the different cubosomes along with
the measured size, polydispersity index (PDI), and zeta potential
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Fig. 3.  Cryo-TEM images of (a)  BU-4 sample displaying cubosomes and multi- and single- l
(FFT)  patterns of the cubosome from BU-4, (d) plot profile of the cubosome from BU-4 ma
TD-4 sample, (f) a  cubosome from TD-4, (g) FFT pattern of the structure of the cubosome 
in  panel (f). (For interpretation of the references to  colour in this figure legend, the reade
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can be explained by the more homogenous distribution of F127 asig. 4. Number of cubosomes and liposomes counted in 35 randomly selected cryo-
EM  images pertaining to  the percentage of liposomes in the BU-4 and TD-4 samples.
alues of triplicate independent preparations. It can be  seen that
ubosomes prepared by the BU  method displayed a significantly
arger particle size compared to  those prepared by the TD approach
F(1,12) =  2.231, p =  0.004). However, the PDI was lower but was  not
tatistically different (F(1,2) =  0.178, p  =  0.679).
Rizwan et al. also compared the effect of the cubosome prepa-
ation method on the particle size for GMO-based cubosomes and
lso observed significantly smaller particles for the TD method [12].
picer et al. [2] have compared the particle size distribution of
MO cubosome prepared by BU and TD methods and had observed
maller particles for the BU  method, which is in contrast to ourayer liposomes, (b) a  cubosome from BU-4, (c) corresponding fast Fourier Transform
rked by the yellow line in panel (c),  (e)  cubosomes and one unilamellar liposome in
in TD-4, and (h) plot profile of the cubosome from TD-4 marked by  the yellow line
r is referred to  the web version of this article.)
results. They attributed their findings to the presence of  ethanol
in the formulations prepared by the BU approach, which increased
the solubility of GMO and in  return reduced the operative viscosity.
One possible explanation for the discrepancy may be differences in
the ultrasonication power used during the TD method, because of
the use of different equipment. Generally, the more energy that is
transferred to  the system, the smaller will be  the dispersed parti-
cles.
In the BU  method, increasing the F127 concentration (from BU-
49 to  BU-0.5) did not  cause a  significant change in the particle size
(F(6,50) =  0.808, p = 0.568). However, in case of the TD approach,
increasing the F127 concentration led to a  significant smaller parti-
cle size (F(6,47) = 30.502, p =  1.25E-14).Our results are in  agreement
with Dong et al. [17] and Tilley et al. [24] who  also observed a
decrease in  the particle size with increasing F127 concentration.
During the emulsification process depending on how the stabi-
lizers interact with the lipids they can disrupt the properties of
liquid crystals. This is  because the stabilizers can enter the internal
structure of the cubosomes through the aqueous domains. F127 has
shown to  have weakly disruptive effects on phytantriol cubosomes
[17].
Regarding the PDI, samples containing 20% F127 (BU-4 and TD-
4) had the lowest values. This is in accordance with Fig. 2,  in  which
less aggregates were observed on the vial wall of these two  formu-
lations. The lack of difference in the particle size for the BU methodthe stabilizer on the surface of the cubosomes during the nucleation
stage in the BU approach [2].  The zeta potentials of all formulations
were negative and did not vary significantly with varying F127 con-
centration neither for the BU method (F(6,14) = 0.928, p  =  0.504) nor
850 S.P. Akhlaghi et al. / Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 145 (2016) 845–853
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hig. 5. Dependence of internal cubosome structure on phytantriol-to-F127 ratio m
nd  (b) top-down method using the ultrasonicator (TD), (c) lattice parameter of diff
t  lower q  range.
he TD method (F(6,12) =  1.511, p = 0.235) nor by  the preparation
ethod (F(1,12) =  1.469, p = 0.248).
.3. Cryo-TEM
The cryo-TEM images of the BU-4 and TD-4 samples are pre-
ented in Fig. 3. Both samples showed ordered cubic phase particles
ith a size range of 100–200 nm.  In the BU-4 sample, in addition
o the cubosomes a substantial number of unilamellar and bilamel-
ar liposomes were also observed (Fig. 3a), whereas for TD-4 only
 small number of unilamellar liposomes were detected (Fig. 3e).
igures b and f display the morphology of a  single BU-4 and TD-4
ubosome, respectively. In  both figures an interfacial layer is evi-
ent surrounding the cubosomes, which suggests a  layer of material
overing the cubosomes which helps to keep them dispersed in
queous solution [20].
ImageJ software (National Institutes of Health, USA, http://
sbweb.nih.gov/ij/) was used to obtain Fast Fourier Transform (FFT)
atterns of the TEM images in order to investigate the internal
tructure of the lipid nanoparticles. In  all figures the cubosomes
isplayed hexagonal symmetry as a result of the projection in two
imensions of the three-dimensional Pn3m cubic lattice aligned at
he [111] viewing direction. These patterns suggest inverted cubic
tructures [21].  The plot  profiles across the marked yellow lines in
ig. 3b and f  (for BU-4 and TD-4 samples) are shown in Fig. 3d and
,  respectively. By manually counting the cycles and then dividingd using SAXS prepared by (a)  bottom-up method using the rotary evaporator (BU)
formulations at  different F127 concentrations, and (d) SAXS plots of BU-4 and TD-4
the distance by the number of cycles it is  possible to  estimate the
spacing of the diffracting planes. The lattice parameter obtained
from the FFT analysis of the images is calculated as 6.3  and 6.0  nm
for BU-4 and TD-4, respectively. These results are consistent with
the results obtained by SAXS (Fig. 5c).
The number of cubosomes and liposomes counted in 35 ran-
domly selected cryo-TEM images for BU-4 and TD-4 is  summarized
in Fig. 4.  The cubosomes were differentiated from the liposomes
by the presence of an ordered internal structure for the cubosomes
and a  clear darker outer bilayer for the liposomes. In some cases
cubosomes were present either on top or inside liposomes as seen
in Fig. 3a,  and counted separately. For example, in  Fig. 3a,  19 lipo-
somes and 6 cubosomes were counted. In BU-4 approximately 50%
of the lipid nanoparticles were liposomes whereas, for TD-4 this
amount was only roughly 7%.
The presence of liposomes in  cubic phase dispersions has been
reported for both preparation methods. In the BU approach, the
lipid and stabilizer are first dissolved in a volatile solvent (i.e.
ethanol) leading to a  solution. This phase is then dispersed in an
aqueous solution with significantly less energy compared to the
energy required for the TD method [15].  In the BU method, when
the dilution curve falls into the cubic phase, cubosomes are sponta-
neously formed because of the difference in the molecular diffusion
at the liquid/liquid interface, which leads to the formation of a
substantial number of liposomes. In some studies, based on the
cryo-TEM images most particles had the vesicular morphology [2].
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im et al. have recently reported the conversion of most of the bil-
mellar liposomes observed in a  dispersion prepared using the BU
ethod, into lipid nanoparticles with well-defined internal struc-
ures after the evaporation of ethanol in  the aqueous solution.
ryo-TEM images from their work suggest that a small number
f large vesicles with irregular shapes were present [13]. The TD
ethod is known to  not only reduce the particle size of the cubic
hase more so than the BU approach but also forming liposomes
hich in terms of number density usually dominate over the cubic
hase particles [21].  This is because the high shear forces applied
n the TD approach, may  break down the cubic phase into non-
quilibrium vesicles which later fuse into larger colloidally unstable
articles. Heat cycling of homogenized dispersions has shown to
ead to improved colloidal stability [25] and effectively converting
esicular particles into cubosomes [21].  This indicates that the lipo-
omes are likely trapped in  a  non-equilibrium state, but the kinetics
f reversion, if they revert at all under ambient conditions and the
ime scale is  certainly long given the likely extended time between
reparation and cryo-TEM images in  most studies. In our study, we
id not study this reversion process specifically but we aimed at
nderstanding why such low number of liposomes were present in
D-4 sample prepared by  TD method. Therefore, we further inves-
igated the effects of ethanol and temperature on the formation of
he vesicles by SAXS.
.4. SAXS
The SAXS plots of the cubosomes prepared by the BU  approach
nd the TD approach at different phytantriol-to-F127 ratios are
hown in Fig. 5a and b, respectively. In both plots Bragg peaks are
bserved with relative positions at ratios of 2, 3, 4,  6, 8, and 9 which
an be indexed as Miller indices (hkl)  of (110), (111), (200), (211),
220), and (221) reflections indicative of a  double-diamond surface
D-surface) cubic phase of Pn3m space group (V2, Q224)  [23,26].
As seen in Fig. 5a  and b,  a  concentration of F127 as low as 2%
BU-49 and TD-49) is  sufficient to produce Pn3m cubosomes. How-
ver, the overall quality of the dispersion is  poor as seen with the
ggregates present in  BU-49 in Fig. 2a.  The Pn3m cubic phase is
aintained up to  a 30% concentration of F127 (BU-2 and TD-2).
urther addition of F127 leads to a  decrease in the scattering peak
ntensities in which the intensities dropped drastically for sam-
les with 1:2 lipid-to-F127 ratio (BU-0.5 and TD-0.5) as seen in
ig. 5a  and b.  The insets in Fig. 5a  and b show that despite the
ig. 6. Dependence of cubosome structure on  preparation variables measured using SAXS
attice  parameter of the formulations) and (b) preparation using the TD  approach with in: Biointerfaces 145 (2016) 845–853 851
drastic decrease in  the peak intensities, the Pn3m structure is  still
maintained.
The decrease in peak intensities may  be  attributed to the forma-
tion of F127 mixed micelles [27]. F127 micelles are smaller and have
a size of approximately 10–12 nm [28,29],  which might explain the
clearer appearance of cubosomes with high F127 concentration in
Fig. 2a and b as well (BU-0.5 and TD-0.5). Moreover, it is  likely that at
high F127 concentrations, phytantriol is  being solubilized into the
F127-dominated mixed micelles leading to an overall reduction in
the amount of cubic phase present. In the literature, a concentra-
tion of F127 of 10% w/w vs. lipid has been suggested for preparing
aggregate-free cubosomes [11]. Dong and coworkers also studied
the effect of increasing F127 concentrations on phytantriol disper-
sions and observed no change in the phase structure up to a  F127
concentration of 30% relative to  phytantriol [17]. Some formula-
tions in  Fig. 5b displayed an additional peak (marked by *), which
corresponds to the hexagonal (H2)  phase and will be discussed in
more detail in the following sections.
The lattice parameter (a) can be obtained from q values of  the
peaks in  the SAXS plots and the Miller indices of Pn3m unit cell
based on Eq. (1). The lattice parameter is the distance between
repeating crystallographic unit cells and can be related to  the
dimensions of the water channels using geometric arguments [30].
The lattice parameters of the cubosomes prepared by  the BU and
TD approaches with increasing the F127 concentration are  shown
in  Fig. 5c. It can be  seen that in  both cases increasing F127 concen-
tration did not significantly change the lattice parameter. However,
in case of the TD method, the lattice parameters overall appeared
slightly lower than from the BU method, possibly reflective of the
heat imparted during the TD preparation process leading to slightly
contracted channel diameters.
Fig. 5d  shows SAXS plots of the BU-4 and TD-4 dispersions at
lower q range. It can be seen that in  both samples a  broad scattering
peak is evident in  q ranges lower than 0.5 nm−1, which is more
pronounced in  BU-4. Based on d  = 2q , the diameter of the particles
associated with these peaks can be calculated as 12.5 nm, which
most likely relates to  the size of the coexisting F127 micelles [29].
3.4.1. Effects of EtOH content and temperature on the cubosomes
In an attempt to understand the reasons why such a  small num-
ber of liposomes was present in the TD-4 sample compared to
the BU-4 sample, and why  the TD-4 sample had more hexosomes
present, the effects of factors involved in  the cubosome preparation
method were investigated and results are  shown in Fig. 6.
 (a) with increasing ethanol concentration for the BU method (the inset shows the
creasing temperature.
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Fig. 6a  shows the SAXS profiles of the cubosomes with increas-
ng concentration of ethanol. In BU-4 sample, initially 30% ethanol
as added as this amount of ethanol was sufficient to  fully dissolve
he phytantriol and has been used as a volatile co-solvent. When
he ethanol is evaporated using a  rotary evaporator, cubosomes are
pontaneously formed. However, as seen in  cryo-TEM images a  sub-
tantial number of liposomes were also present (Fig. 3a). In order
o mimic  the ethanol concentrations that the BU  samples experi-
nce during the preparation method, different amounts of ethanol
ere added to the mixture. Ultrasonication was used to disperse
he cubic phase where needed. All cubosome samples containing
thanol displayed an opaque appearance with no visible aggre-
ates. It can be seen in Fig. 6a  that, upon addition of ethanol up
o 10%, the Pn3m structure remained intact and the peak intensi-
ies increased. However, at 20% and 30% the peaks attributed to the
n3m cubic structure disappeared and only abroad peak indicative
f the inverse micellar L2 phase was observed at 1.5  nm−1 [15,30].  It
as been previously speculated that the presence of a  hydrotrope
ould impact on the characteristics of liquid crystalline systems
31]. A small peak related to the H2 phase was also observed in
he samples in  Fig. 6a, which could be due to the increased heat
pplied during the ultrasonication process. The inset in Fig. 6a
hows the lattice parameter of the samples containing ethanol up to
0% in which the Pn3m cubic structure was observed. It  can be seen
hat the lattice parameter gradually increases with the addition of
thanol.
Fig. 6b shows the SAXS plots of TD-4 samples prepared at 40,
0 and 70 ◦C but cooled prior to measurement. Analysis of the
AXS plots revealed a Pn3m structure at all temperatures with
he coexistence of a weak peak corresponding to the reversed
exagonal (H2) phase. Similar structures have been reported in
he literature for phytantriol dispersions [12,13]. The appearance
f the reverse H2 phases has been attributed to the impurities
resent in  commercial phytantriol [32,13].  Dong et al. compared
he phase diagrams obtained from different phytantriol samples
rom different suppliers and found that the impurities in commer-
ial phytantriol significantly change its lyotropic liquid-crystalline
hase behavior. They observed that the temperature of the tran-
ition of Pn3m cubic phase to the H2 phase was lower when
hytantriol contained more impurities [33].  However, based on
he phytantriol-water phase diagram and the absence of the H2
eak in the cubosomes prepared by the BU method, we speculated
hat the processing temperature had an effect on the formation
f H2 phases. In the temperature-composition phase diagram of
hytantriol-water with a  lipid concentration (w/w)  of more than
0% and up to  40 ◦C the phases are cubic (Pn3m) plus water, at
4–60 ◦C they are reversed hexagonal (H2)  phase plus water and
t temperatures higher than 60 ◦C the phases are inverse micellar
hase (L2) plus water [3]. In TD-4 samples the temperature was  set
o 40 ◦C, but during the ultrasonication treatment the temperature
as observed to raise to ca. 50 ◦C. This temperature increase could
acilitate the formation of a  hexagonal phase (peak marked by *  in
ig. 5b and an arrow in Fig. 6b).
Therefore, the effect of temperature during preparation on the
resence of the hexagonal peak observed in Fig. 6b was  also studied.
t can be seen that no apparent difference was observed in the SAXS
lots and that they all displayed a  Pn3m structure with a small peak
elated to the hexagonal phase. One possible explanation could be
hat when the mixtures are cooled down from 50, 60 and 70 ◦C to
oom temperature, they all go through the H2 phase in  the route to
he Pn3m phase that is  the stable one at lower temperature. How-
ver, some portions of hexagonal structure might remain trapped
inetically as a  metastable phase. The presence of long-lasting
on-equilibrium phases after supercooling of liquid crystalline sys-
ems, particularly for dispersions, where limited nucleation sites
re available per particle, has been previously reported in  the lit-: Biointerfaces 145 (2016) 845–853
erature [34,30].  In the studied range, temperature did not  have an
effect on the cell parameters of the samples and they had identical
values. However, apart from the sample prepared at 40 ◦C  that had
no visible macroscopic aggregates, the other samples prepared at
higher temperatures displayed large aggregates on the vial wall. It is
important to  again mention that the temperature refers to the pro-
cessing temperatures, whereas the SAXS measurements were all
performed at 37 ◦C. Kim et al. investigated the effect of increasing
temperature on phytantriol cubosomes. They observed that when
increasing the temperature from 10 ◦C to  30 ◦C an inverted hexago-
nal structure was developing and at 50 ◦C most characteristic peaks
of Pn3m disappeared and only a hexagonal H2 phase remained. Fur-
ther heating of the system transitioned a  mixture of cubic Pn3m and
H2 phases into H2 and L2 inverse micellar phases. At  higher temper-
atures above 55 ◦C only led to  L2 phases [13].  The lattice parameter
of laponite-stabilized phytantriol Pn3m cubosomes has been shown
to increase with temperature during the measurement [30]. On the
contrary, increasing the temperature reduced the lattice param-
eters of phytantriol cubosomes possibly due to lower hydration
[3,13],  while a decrease in the lattice parameter with temperature
has also been attributed to increased splay of lipid chains [30].
4. Conclusions
Phytantriol cubosomes stabilized with F127 were prepared by
the bottom-up (BU) method with ethanol as the liquid precur-
sor and removed using rotary evaporator, and the top-down (TD)
method using ultrasonication. This study aimed at establishing the
optimum phytantriol-to-F127 concentration prepared by  the two
different approaches and investigating the reason for the coexis-
tence of the liposomes in the cubosome preparations. Attempts
were made to  shed light on the reasons of existed differences in
cubosomes prepared by the two  methods. Information obtained
from our  study can assist researchers when deciding which method
to  choose for cubosome preparation or for commercial applications.
Our results suggest that TD-4 cubosome formulation is an ideal
candidate for many phytantriol cubosomes required in various
applications. It can be easily prepared via ultrasonication, shows
less aggregates, has small particle size (203 ±  4 nm), with a  low PDI
(0.16), displays only a small number of liposomes (≈7%) and is sta-
ble up to  at least 4 months. In case of labile compounds in which the
elevated heat might damage them or in case of large-scale produc-
tion that requires less energy consumption BU-4 can be applied
taking into account the high number of liposomes present in the
dispersion (≈50%).
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Conforme pode ser verificado na Figura AII.1, o resultado de ESI-MS no 
modo negativo para a formulação contendo AOT revela a presença de um pico 
correspondente à massa molar da molécula de AOT (421,7 g mol-1) subtraindo-se o 
íon sódio. Mesmo após a ação da enzima de CALB, tal pico continuou presente, não 
sendo verificados outros picos que indicassem a hidrólise da molécula de AOT. Os 
produtos de hidrólise e suas respectivas massas molares podem ser verificados na 
parte inferior da Figura AII.1. Da mesma forma, para o DBC (dados não mostrados), 
também não foram verificados indícios de hidrólise. Na Figura AII.2 é possível 
observar os espectros obtidos no UPLC-UV para o éster decílico de indometacina. 
Como retratado na Figura 36, no tempo de 2,4 min, é possível visualizar o pico 
correspondente ao pró-fármaco. Após a ação da enzima de CALB, o mesmo pico 
ainda pode ser visto, além disso, não há sinal de hidrólise, pois não é verificado o 
pico intenso correspondente à indometacina (um dos produtos de hidrólise do pró-
fármaco) no tempo de 0,8 min. Todos os resultados foram repetidos com a enzima 
de RMNL, porém, a clivagem da ligação éster não foi confirmada. Vale ressaltar que 
o decréscimo na intensidade do pico referente ao pró-fármaco pode ser explicado 
pela diluição adicional da formulação ao adicionar a solução de enzima CALB. 
 
 
 
 
 
Figura AII.1: Espectros obtidos por ESI-MS para formulações contendo fitantriol, 
Pluronic® F-127 e 10,0% (m/m) de AOT. Na parte inferior da figura, verifica-se os 
produtos de hidrólise da molécula de AOT com suas respectivas massas molares. 
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Figura AII.2: Cromatogramas para formulações contendo fitantriol, Pluronic® F-127 
e 10,0% (m/m) de éster decílico de indometacina sem a adição de enzima e sob a 
ação das mesmas. 
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Conforme pode ser verificado na Figura AIII.1, o resultado de ESI-MS no 
modo positivo para a formulação contendo 10,0% (m/m) polissorbato 20 revela 
presença de três picos principais, em 295,3, 313,3 e 353,3 g mol-1, os quais ainda 
são verificados quando adicionadas as soluções de enzimas de CALB e RMNL. 
Solução tampão fosfato de potássio (KH2PO4/K2HPO4) pH 7,4 (± 0,1) também foi 
adicionada às formulações, porém, a hidrólise do polissorbato 20 também não foi 
confirmada (dados não mostrados). 
 
 
 
 
Figura AIII.1: Espectros obtidos por ESI-MS para formulações contendo fitantriol, 
Pluronic® F-127 e 10,0% (m/m) de polissorbato 20.   
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